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Uber die Einwirkung der Bromessigsiurevergiftung 
auf die Ammoniakbildung in der Froschmuskulatur. 


Von 


Gustav Embden und Leo Norpoth. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt). 
(Der Redaktion zugegangen am 11, Juli 1931), 


Im AnschluB an eine grundlegende Arbeit E. Lundsgaards}), 
welcher zeigen konnte, daB die Skelettmuskeln von Fréschen nach 
Jodessigséurevergiftung keine Milchsiure mehr bilden kénnen, trotz- 
dem aber ihre Kontraktionsfihigkeit nicht einbiiBen, nahmen 
wir eine Untersuchungsreihe tiber die Ammoniakbildung bei der 
Tatigkeit der Muskeln halogenessigsdéurevergifteter Frésche vor. 

Wir hofften hierbei Anhaltspunkte dafiir zu gewinnen, ob der 
im hiesigen Institut entdeckten, sowie auch von Parnas und seinen 
Mitarbeitern aufgefundenen Ammoniakbildung bei der Muskelarbeit 
jene hohe Bedeutung fiir den Kontraktionsvorgang zukommt, die wir 
von vornherein vermuteten. Einige der von uns gewonnenen 
Untersuchungsergebnisse wurden bereits an anderer Stelle kurz 
besprochen.”) Auf Untersuchungen, die Parnas, Mozolowski, 
Mann und Lutwak®) iiber die Ammoniakbildung in der Musku- 
latur nach Jodessigséurevergiftung anstellten, werden wir noch 
einzugehen haben. 


Methodisches. 


Zu den Versuchen wurden Eskulenten und Temporarien ver- 
wandt; die Vergiftung der Tiere erfolgte fast ausschlieBlich mit 
Monobromessigséure, nur wenige Male verwandten wir Mono- 
jodessigséure. In allen spiteren Versuchen wurde eine Lésung, 
welche 4°/, Monobromessigsiure enthielt und mit Natriumbicarbo- 

1) Biochem. Z. 217, 162 (1930). 

2) G. Embden, Kli. Wo. 1930, S. 1337—134v. 

3) Parnas, Naturw. 48, 916 (1930); Mozolowski, Mann, Lutwak, 
Biochem. Z. 281; 290 (1931); Lutwak, Biochem. Z. 235, 488 (1931). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCI, 8 
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natlosung neutralisiert war, in einer Menge von 0,02 cem pro Gramm 
K6orpergewicht unter die Bauchhaut injiziert. 

1 Stunde bis mehrere Tage vor der Vergiftung war in 
vielen Versuchen der Plexus ischiadicus einseitig oder doppel- 
seitig durchschnitten worden, wobei wir der von A. Adam!) im 
hiesigen Institut ausgearbeiteten Technik folgten. 

Die Tétung der Tiere erfolgte nach Durchtrennung der Wirbel- 
siiule unmittelbar iiber dem Becken zu verschiedenen Zeiten nach 
der Vergiftung. Nach doppelseitiger Plexusdurchschneidung, bei 
der beide hinteren Extremititen von der Halogenessigsaéurestarre 
verschont bleiben, wurden die Tiere meist get6étet, wenn die Starre 
an den vorderen Extremititen eingetreten war. Genauere An- 
gaben tber die Vergiftungsdauer finden sich bei den einzelnen 
Versuchen. 

Zu unseren Untersuchungen dienten lediglich die Gastrocne- 
mien. Bei ihrer mit der Zerkleinerung in fliissiger Luft beginnenden 
Vorbereitung zur Ammoniakbestimmung sowie bei der Ammoniak- 
bestimmung selbst verfuhren wir genau nach den Angaben von 
Embden, Carstensen und Schumacher.’) 

Zur Zerst6rung des ammoniakbildenden Fermentes bedienten 
wir uns 1°/,iger Salzséure, zur Alkalisierung bei der Vakuumdestil- 
lation verwandten wir ausschlieBlich gebrannte Magnesia. Die 
Titration erfolgte stets mit n/300-Natronlauge unter Verwendung 
des Tashiroschen Methylrot-Methylenblaugemisches als Indicator. 
Weitere methodische Angaben finden sich bei der Schilderung der 
einzelnen Versuche. 


Versuchsergebnisse. 


Wir untersuchten zunachst, ob die Bromessigséurevergiftung 
nach vorheriger Durchschneidung des Plexus ischiadicus — also 
unter Ausschaltung der charakteristischen Starre — auf den 
Ammoniakgehalt der Gastrocnemien einwirkt. Zu diesem Zweck 
wurde der Plexus ischiadicus einseitig durchtrennt; der eine 
Muskel wurde vor der Vergiftung, der andere nach der Vergiftung 
untersucht. 

In Tab. I sind zehn derartige Versuche zusammengestellt. 
Aus Vertikalreihe 2 gehen die angewandten Froschsendungen 
hervor; die Temporarien sind jeweils durch ein 7, die Eskulenten 
durch ein FH gekennzeichnet. Die hinter diesen Buchstaben 


1) Siehe bei H. Lawaczeck, Diese Z. 118, 302, FuBnote (1921). 
2) Diese Z. 179, 190ff. 
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stehenden Zahlen geben die Nummer der Sendung an. Das in 
dieser Kolonne angegebene Datum bezieht sich auf den Tag ihres 
Kintreffens im Institut. Aus Kolonne 8 ist der Zeitpunkt der 
einseitigen Plexusdurchschneidung ersichtlich. In den Versuchen 4 
bis 10 erfolgte die Vergiftung mit der bereits im methodischen 
Teil angegebenen Menge von 0,02 ccm einer 4°/, Monobromessig- 
siiure enthaltenden Lésung pro Gramm Froschgewicht. In den Ver- 
suchen 1—8 wurde stattdessen jedem Frosch die aus der Kolonne 8 
ersichtliche Menge der gleichen Lésung injiziert. 

Die Muskeln a wurden unmittelbar vor der Bromessigsaure- 
vergiftung entnommen. Durch Unterbindung mit Seidenfaiden 
verhinderten wir stirkere Blutungen. Die Muskeln b wurden 
sofort nach der T'étung der Tiere verarbeitet. Die Tétung erfolgte 
zu dem in Kolonne 8 angegebenen Zeitpunkt nach der Vergiftung. 

Ein Vergleich der Kolonnen 5a und 5b ergibt, daB wiberall 
der Ammoniakgehalt der nach der Vergiftung entnommenen 
Muskeln héher war als jener der vor der Vergiftung verarbeiteten. 
Der Mehrgehalt der vergifteten Muskeln erreicht aber nirgends 
1 mg pro 100 g Muskulatur und liegt meist unter 0,5 mg. Die 
Ammoniakzunahme im vergifteten Muskel in Prozenten der im 
unvergifteten Muskel gefundenen Menge geht aus Reihe 6 hervor; 
sie liegt iiberall auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung 
und erreicht namentlich in den fiinf letzten Versuchen betracht- 
liche Werte. 

In den sieben letzten Versuchen wurden neben den Ammoniak- 
bestimmungen auch vergleichende Milchsiurebestimmungen aus- 
gefiihrt; die untereinander stehenden Zahlen in derselben Rubrik 
sind die Ergebnisse von Doppelbestimmungen an der gleichen 
Flissigkeit. Die Milchséurebestimmungen wurden in der im 
hiesigen Institut tiblichen Weise unter Hinhaltung der neuerlich 
von K.Lehnartz') gegebenen Vorschriften ausgefiihrt. Nur 
wurde in spateren Bestimmungen, entsprechend den Angaben 
von Friedemann, Cotonio und Schaffer?), zur Zersetzung 
der Bisulfitverbindung des Acetaldehyds nicht Natriumbicarbonat, 
sondern Natriumbiborat verwandt. 

Man sieht, da8 der Milchséuregehalt iiberall niedrigen Ruhe- 
werten entspricht und in den Gastrocnemien vor und nach der 
Vergiftung keine wesentlichen Unterschiede aufweist. Wo diese 





1) Diese Z. 179, 1 (1928). 
2) J. of biol. Chem. 78, 335 (1927). 
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auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung liegen (Versuche 4, 8 
und 10) wurde nach der Bromessigséureeinwirkung etwas weniger 
Milchséure gefunden. 


Meist nahmen wir auch Bestimmungen der Trockensubstanz 
(Vertikalreihe 4) vor. Nur in den ersten 3 Versuchen wurden merk- 
liche Verschiedenheiten gefunden; doch andert die Umrechnung 
der Ammoniak- und Milchséurewerte auf Muskeln von gleichem 
Trockengehalt nichts Wesentliches an dem eben besprochenen 
Ergebnis, da8 die Bromessigsdiurevergiftung nach der Durch- 
schneidung des Plexus ischiadicus, also unter Bedingungen, unter 
denen sie keine Muskelstarre zur Folge hat, nur einen ziemlich 
geringfigigen Anstieg des Ammoniakgehalts bewirkt.) 


Ganz anders ist das Ergebnis der in Tab. II zusammen- 
gestellten Versuche; hier wurde entweder (Versuche 11—13) der 
Plexus tiberhaupt nicht durchschnitten und der nach dem Starre- 
eintritt gefundene Ammoniakgehalt der Gastrocnemien der einen 
Seite mit dem vor der Vergiftung festgestellten der anderen 
Seite verglichen, oder die Vergiftung erfolgte nach einseitiger 
Plexusdurchtrennung, so daB nur der eine Gastrocnemius starr 
wurde; es wurden hier also vergleichende Ammoniakbestimmungen 
in den starren und den nichtstarren Muskeln vergifteter Tiere 
vorgenommen. 

Bei beiden Versuchsanordnungen zeigte sich, daB mit dem 
Starreeintritt eine gewaltige Vermehrung des Ammoniaks ver- 
bunden ist. In den Versuchen 11—13, in denen die Vergleichs- 
muskelna von unvergifteten Tieren stammten, kann die Vermehrung 
des Ammoniaks im Muskel b nicht ihrem ganzen Betrage nach auf 
die Starre zuriickgefiihrt werden, weil ja nach den soeben be- 
sprochenen Versuchen der Tab. I die Bromessigséurevergiftung 
an sich schon eine gewisse Steigerung des Ammoniakgehaltes 
hervorruft. In den Versuchen 15—17, sowie 20—24 ist aber der 
gesamte Mehrgehalt des Muskels b an Ammoniak durch die Starre 
bedingt. Man sieht, daB der Anstieg des Ammoniaks bei der 
Muskelstarre meist viele Miliigramm pro 100 g Muskel betragt, ja 
in einigen Versuchen (15, 16, 20, 24) nahert sich der im starren 


1) DaB unter den gleichen Bedingungen die Halogenessigsiure- und ins- 
besondere auch die Bromessigsiurevergiftung zu einer starken Verainderung 
der Léslichkeit der Muskeleiwei8kérper fiihrt, konnte in einer kiirzlich von 
G. Embden und E. Metz veréffentlichten Arbeit gezeigt werden. Diese Z. 
192, 132 (1931). 
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inwirkung 


Tabelle Ll. 


der Bromessigsiurevergiftung auf den Ammoniakgehalt des Gastrocnemius ohne vorherige Durchschneidung 
des Plexus ischiadious (nach Kintritt 


der Starre), 
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Bemerkungen 


1 Stunde vor der Vergiftung Plexus durchtrennt, 
0,6 com pro Frosch injiziert 


5 Stunden vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. 
0,4 com injiziert') 


~ 


7 Stunden vor der Vergiftung Plexus durchtrennt, 
0,3-——0,4 com pro Frosch injiziert 

1 Tag vor dem Versuch Plexus durchtrennt, nicht vergiftet 
15 Stunden vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 

1 Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 

Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 


I Tag vor dem Versuch Plexus durchtrennt, nicht vergiftet 
1 Tag vor dem Versuch Plexus durchtren nt, nicht vergiftet 
7 Stunden vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 
3 Tage vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 

Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 
vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 


| 
1 Tag 
l vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 


Tag 
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Muskel erreichte Ammoniakgehalt den friher von uns bei volligem 
Verbrauch der ammoniakbildenden Substanz gefundenen Werten. 
Zu den Versuchen 14—24 dienten zwei verschiedene Frosch- 
sendungen, und die Versuche 14, 18 und 19 wurden nicht an ver- 
gifteten Tieren angestellt, sondern sie sind Kontrollversuche an 
Normaltieren, bei denen der Plexus einseitig durchschnitten war. 
Wie in den Hauptversuchen ist hierbei der normal innervierte 
Muskel mit 6 bezeichnet. Die in diesen Versuchen gefundenen 
geringen Unterschiede im Ammoniakgehalt der beiderseitigen 
Muskeln liegen angesichts der kleinen verwandten Mengen Musku- 
latur sicher innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung; ebenso 
dirfen tbrigens die Ammoniakbestimmungen der nicht starren 
Muskulatur der vergifteten Tiere, soweit sie am Gastrocnemius 
eines einzelnen Frosches angestellt wurden, nicht den gleichen 
Genauigkeitsgrad beanspruchen, wie jene an starren Muskeln, 
deren hoher Ammoniakgehalt trotz der geringen Muskelmenge 
meist Titerdifferenzen von etwa 1 ccm n/300-Lésung bedingte. 

Wir sehen also, daB der Eintritt der Bromessigsaure- 
starre mit einer sehr starken Ammoniakbildung ver- 
bunden ist. 

Weiterhin suchten wir festzustellen, ob bei Reizung mit 
Einzelinduktionsschlagen, wobei die Muskeln zum Teil in iso- 
tonischer, zum Teil in isometrischer Anordnung zuckten, nach 
Bromessigsdurevergiftung eine starkere Ammoniakbildung als 
unter normalen Bedingungen eintritt. 

Das Ergebnis dieser Versuche ist in der Tabelle III zusammen- 
gestellt. Immer wurde hier zu einem, im einzelnen aus Kolonne 8 
der Tabelle hervorgehenden Zeitpunkt der Plexus ischiadicus 
doppelseitig durchtrennt. Die Reizung der Muskeln erfolgte in 
allen Versuchen in Abstaénden von einer Sekunde bis zum Eintritt 
der Starre, wobei der Rollenabstand allmahlich vermindert wurde. 
Da die Starre gewohnlich erst einige Zeit nach dem Aufhoren der 
Kontraktionsfahigkeit der Muskeln eintritt, wurde in diesen Ver- 
suchen also die Reizung auch dann noch fortgesetzt, wenn sie 
keinen sichtbaren Erfolg mehr hatte. 

Die Kontraktionsfahigkeit erlosch bei den verschiedenen 
Muskeln nach einer verschiedenen Anzahl von Reizen und die in 
Kolonne 4 der Tab. III enthaltenen Reizzahlen geben also, soweit 
es sich um Versuche mit Muskeln bromessigsaurevergifteter Tiere 
handelt, keine Auskunft tiber die Zahl der wirksamen Reize, 
die immer wesentlich geringer war. 
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114 Gustav Embden und Leo Norpoth, 


Zur Zeit der Tétung der vergifteten Frésche war immer die Starre der 
vorderen Extremitaéten bereits eingetreten. Von den beiden rasch prapa- 
rierten Gastrocnemien wurde der eine sofort nach der Praparation in fliissige 
Luft versenkt, der andere an den Reizelektroden aufgehangt, bei den Ver- 
suchen mit indirekter Reizung natiirlich unter Erhaltung des Nervus 
ischiadicus. In den Versuchen 44—46 wurden auch die Ruhemuskeln unter 
den gleichen Bedingungen wie die Arbeitsmuskeln aufgehangt, und erst nach 
AbschluB des Reizversuches gleichzeitig mit den Arbeitsmuskeln in fliissige 
Luft versenkt. Weitere Einzelheiten der Versuchsanordnung gehen aus der 
Tabelle hervor. 


Die Versuche 25, 42 und 48 wurden am normalen Muskel 
vorgenommen, die Reize waren hier wahrend der ganzen Reizzeit 
wirksam und die fiir die Versuche 42 und 43 aufgeschriebenen 
Zuckungskurven lassen kaum eine Ermiidung erkennen. Man 
sieht, da8 in Versuch 25 400 Einzelzuckungen des normalen 
Muskels mit einem Anstieg des Anfangswertes von 1,2 mg auf 
etwas mehr als 2,5 mg, also um etwa 1,3 mg begleitet waren. In 
den Versuchen 26—83, die — ebenfalls mit direkter Reizung und 
isotonischer Anordnung — aber an vergifteten Tieren ausgefiihrt 
wurden, ist der Anstieg des Ammoniaks trotz der geringeren Anzahl 
der wherhaupt angewandten und namentlich der wirksamen 
Reize ein weitaus gr6Berer; auch hier liegen die schlieBlich er- 
reichten Endwerte zum Teil nicht weit unter jenen, die bei voll- 
stindiger Desaminierung der ammoniakbildenden Substanz auf- 
treten kénnen (siehe namentlich die Versuche 26, 27, 28, 80, 31, 32). 


Bei indirekter Reizung wurden zum Teil ahnlich hohe Werte 
erreicht (Versuche 84, 35, 41), zum ‘Teil war die Ammoniak- 
bildung wesentlich geringer, was darauf zuriickzufiihren sein diirfte, 
daB die Erregbarkeit vom Nerven aus bereits zu einem Zeitpunkt 
versagte, in dem die direkte Erregbarkeit noch vorhanden war.') 


Versuche 42 und 48 wurden wieder an normalen Muskeln, 
aber bei isometrischer Anordnung vorgenommen. In Versuch 42 
trat hierbei eine Vermehrung des Ammoniaks um etwas mehr als 
1 mg pro 100 g Muskulatur ein, wahrend sie in Versuch 48 weniger 


1) Davon, daB bromessigsaurevergiftete Muskeln nach dem Erléschen 
ihrer indirekten Erregbarkeit noch gut auf direkte Reize ansprechen kénnen, 
haben wir uns oft iiberzeugt und ebenso auch davon, daB der bis zur Er- 
schépfung indirekt gereizte Muskel der einen Seite wesentlich weniger Am- 
moniak enthalt als der Muskel der anderen Seite, der zunachst indirekt und 
dann direkt ebenfalls bis zur Unerregbarkeit gereizt wurde. (Vgl. auch 
Embden, Kli. Wo. 1930, S. 1339, Fig. 4.) In einem Teil dieser vergleichen- 
den Versuche mit indirekter und mit kombinierter indirekter und direkter 
Reizung trat allerdings schon wahrend der Reizung Kontraktur ein. 
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als 0,5 mg betrug. In drei bei gleicher Anordnung an vergifteten 
Muskeln vorgenommenen Versuchen stieg das Ammoniak, trotzdem 
auch hier die Zahl der wirksamen Reize geringer war, um ein 
Mehrfaches des am normalen Muskel gefundenen Wertes an. 

In den bisher besprochenen Versuchen wurde, wie bereits 
erwihnt, die Reizung nicht nur bis zur Unerregbarkeit, sondern 
bis zu der rasch danach erfolgenden Ausbildung der Starre- 
kontraktur fortgesetzt. Nunmehr suchten wir dariiber Aufschlu8 
zu gewinnen, ob ein Teil der Ammoniakbildung erst nach AbschluB 
der Kontraktionsfihigkeit als Begleiterscheinung der Starre 
erfolgt. In diesen Versuchen wurden die mit a bezeichneten 
Muskeln so lange gereizt, bis die ersten Kontrakturzeichen ein- 
traten, die b-Muskeln erst nach voll ausgebildeter Kontraktyr 
verarbeitet. 

Tab. IV umfaBt die Versuche mit isotonischer Anordnung. 
In den Versuchen 47—54 wurde die Reizung der b-Muskeln nach 
dem Erléschen der Erregbarkeit fortgesetzt, in den Versuchen 55 
bis 65 blieben dagegen die Muskeln von dem Augenblick des Ein- 
tritts ihrer Unerregbarkeit ungereizt. Unerregbarkeit wurde 
immer dann angenommen, wenn bei Rollenabstand 0 am Muskel 
selber keine Kontraktionserscheinungen mehr nachweisbar waren. 
Schon einige Zeit vorher hatten die Bewegungen des Schreibhebels 
aufgehort. 

Man sieht, daB der schon beim Aufhéren der Erregbarkeit 
meist hohe Ammoniakgehalt bis zum KEintritt der Starre fast 
ausnahmslos weiter ansteigt (siehe jedoch Versuche 49 und 50). 
Zum Teil liegt dieser Anstieg wohl innerhalb der Fehlergrenze 
der Bestimmung (Versuch 52 und 54), zum Teil erreicht er auBer- 
ordentlich hohe Werte.*) 

Bei den spater vorgenommenen Versuchen dieser Tabelle 
wurden vor der Ausfiihrung der Ammoniakbestimmungen Auf- 
zeichnungen itiber die EHrregbarkeit der verwandten Muskeln 
gemacht (Reihe 10). Ks ist auffallig, daB iiberall da, wo unmittelbar 
nach Abschlu8 der Reizung hohe Ammoniakwerte gefunden wurden, 
die Erregbarkeit als gut gekennzeichnet wurde, wahrend von 
4 Muskeln mit relativ geringem Ammoniakgehalt am Ende der 
Reizung (Versuch 54, 56, 62, 65) drei als maBig oder schlecht 
erregbar bezeichnet waren. Ebenso ist es unverkennbar, daB 
geringe Ammoniakwerte nach Hintritt der Kontraktur gerade 





1) Vgl. jedoch die Besprechung von Tabelle VI. 
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Verhalten des Ammoniaks bei der Kontraktur nach erschépfendey 


Isotonische Anordnunyg. 





116 
os | ats 
A 4 
an | 
| i) 
g| # 
a | 2 
5 | o) 
> | Ay 
47, 12 
48, 13 
49 14 
50 «15 
51 16 
52) 17 


06 94 
57 (87 


os 98 


ov 149 


| 
60 150 





Versuchsdatum 
_Zahl der Frésche 
Eingeliefert am 
Dauer der Ver- 
giftung 
in Minuten 








w 





w 





m BO DO DS bb bO 


° 


on 














= 











_ 


in Sekunden 


Reizdauer bis 
zur Erschépfung 


| 40, 50, 100 


60, 110, 
105 
95,115 
170, 130 
50, 80 
80, 110 
»80, 65 
60 


60 


i] 
' 





or 


Zeit bis zur Kon- | 
| trakturausbildung | 
von Muskel } 
in Sekunden 


! 


210, 120, 
70 
140, 150, 
170 
150, 150 
230, 160 
150, 170 
150, 150 
160, 150 
70 
120 ungereizt 
60 
120 ungereizt 
70 
180 ungereizt 
110 
120 ungereizt 
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indirekter Reizung des isolierten Gastrocnemius. 


Belastung mit 25 g. 
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Ammoniak 
jm 
Muskel 


pro 100 g 
6.03 


~ spe 


On me 


7,34 
7,46 
8.37 
3,43 
740 
5,92 


3,91 


7,86 
8,09 
7,96 
7,79 
6,54 
3,81 
10,79 12,53 
428 5,93 
9,17 10,91 


671 9,74 


9,28 11,36 


11,66 12,36 | 


8,79 12,11 
3,73 811 
6,49 11,54 


6,67. 9,78 


34, 4,40 


8,24 








Mehrgehalt des 
|Muskels 6 in °/, des! 
| im Muskel a 
| gefundenen Wertes | 


Ww | 
| 


pa 
— 


46 


24 


0,011 
0,011 
0,018|0,015 
0,018 0,015 
0,012'0,025 
0,012 0,025 





Milchsaure 
im 


Muskel 


agibg 


pro 100g 


— | ——« 


0,032|0,037 
0,029/0,033 


0,017 


—_— 
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Bemerkungen 


2 Tage vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 
8 Stunden vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 


1 Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 

1 Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 

8 Stunden vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 
1 Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 

6 Stunden vor der Vergiftung Plexus durchtrennt 
1 Tag vorder Vergiftung Plexusdurchtrennt. MaBige 
Erregbarkeit, geringgradige Kontraktur bei b 

1 Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. Gute 
Erregbarkeit. Gute Kontraktur bei b 

1 Tag vorder Vergiftung Plexusdurchtrennt. MaBige 
Erregbarkeit. Geringe Kontraktur bei b 

1 Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. Sehr 
gute Erregbarkeit. Gute Kontraktur bei b 

6 Stunden vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. 
Gute Erregbarkeit, gute Kontraktur bei b 


1 Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. Gute 
Erregbarkeit. Gute Kontraktur bei 6 

1 Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. 
Gute Erregbarkeit. Geringe Kontraktur 

2 Tage vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. Gute 
Erregbarkeit, gute Kontraktur bei } 

2 Tage vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. Gute 
Erregbarkeit, maéBige Kontraktur bei b 

1 Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. Gute 
Erregbarkeit. Gute Kontraktur bei } 

1 Tag vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. Gute 
Erregbarkeit. Gute Kontraktur bei 6 

6 Tage vor der Vergiftung Plexus durchtrennt. 
Schlechte Erregbarkeit. Schlechte Kontraktur bei b 





—- 
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dann beobachtet wurden, wenn die Kontraktur wenig aus- 
gebildet war. 

Tab. V umfaBt eine Reihe ebenso angestellter Versuche bei 
isometrischer Anordnung und einer Anfangsspannung von 30 g. 
In den Versuchen 66—71 wurden beide Muskeln zunachst im 
gleichen Stromkreis gereizt. Sobald einer der Muskeln die ersten 
Kontrakturerscheinungen zeigte, wurde er in fliissige Luft getaucht, 
der andere Muskel wurde bis zur vollen Ausbildung der Kon- 
traktur weitergereizt, meist war er in dieser Periode noch erregbar. 
In den Versuchen 72—76 wurde die Reizung beider Muskeln 
gesondert ausgefiihrt, wobei in allen Versuchen bis auf Ver- 
such 72 der bis zu volliger Starreausbildung fithrende Versuch b 
zuerst vorgenommen wurde; Muskel a wurde wahrend dieser Zeit 
auf einer von unten mit Eis gekiihlten Glasplatte aufbewahrt; 
er wurde also spéter als Muskel b in fliissige Luft getaucht. Bei 
dieser Anordnung zeigt tiberall der erst nach vélliger Ausbildung 
der Starre in flissiger Luft fixierte Muskel einen. héhcren Am- 
moniakgehalt als der schon beim Auftreten der ersten Kontraktur- 
erscheinungen verarbeitete. 

Fiir die in Tab. V und auch in Tab. IV zusammengestellten 
Versuche sind die in Tab. VI mitgeteilten Ergebnisse wichtig. Die 
Versuche dieser Tabelle wurden ebenso wie die der Tab. V an- 
gestellt, nur daB hier beide Muskeln nebeneinander bis zur vollen 
Ausbildung der Kontraktur gereizt wurden. Man sieht, daB unter 
diesen Umstiinden die beiderseits erhaltenen Endwerte meist 
zwar sehr aihnlich, aber keineswegs so gleichartig waren, daf 
geringe, bei der Versuchsanordnung der Tabb. IV und V gefundene 
Unterschiede quantitativ gewertet werden kénnen, wenngleich aus 
dem fast ausnahmslos erhaltenen Mehrgehalt der bis zur Starre 
gereizten Muskeln mit Sicherheit hervorgeht, daB der starken 
Ammoniakbildung bis zur Erschépfung der Muskeln eine weitere 
Vermehrung des Ammoniaks folgt, die zeitlich mit dem Eintritt 
der Kontraktur verbunden ist. 

Um genaueren Aufschlu8 iiber den zeitlichen Verlauf der 
Ammoniakbildung bei der Reizung isolierter, bromessigséure- 
vergifteter Gastrocnemien zu gewinnen, stellten wir eine Reihe 
weiterer Versuche an, in denen wir die Muskeln nur mit einer 
geringen Anzahl von Einzelinduktionsschlagen indirekt reizten 
und den hierbei beobachteten Anstieg des Ammoniaks mit der 
Ammoniakvermehrung verglichen, die bei der gleichen Versuchs- 
anordnung in den Gastrocnemien unvergifteter Tiere eintrat. Die 
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Reizzahl war hierbei so gering, daB auch bei den vergifteten 
Muskeln keine Ermiidung und keinerlei Kontrakturerscheinungen 
auftraten. Uberall wurde hier mit 50 Offnungsinduktionsschlaigen 
innerhalb 50 Sekunden bei isotonischer Anordnung unter Be- 
lastung des Muskels mit 50 g gereizt. In den Versuchen 83 und 84, 
die an normalen Muskeln vorgenommen wurden, tibertraf der 
Ammoniakgehalt der gereizten Muskeln jenen der ungereizten 
nur um 0,3 und 0,1 mg pro 100 g Muskulatur (dieser letzte Unter- 
schied liegt innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung), wahrend 
im Versuch 85, der an Fréschen der gleichen Sendung nach Brom- 
essigsiurevergiftung vorgenommen wurde, der unter den gleichen 
Bedingungen gefundene Unterschied 1,6 mg pro 100 g Muskulatur 
betrug. Ganz ahnlich sind die Ergebnisse der Versuche 86 und 87, 
die nach Bromessigséiurevergiftung von Fréschen eines anderen 
Fanges vorgenommen wurden. 

In den Normalkontrollen 88 und 89 (Froschsendung T 6) 
war ebenso wie in den Versuchen 83 und 84 nur ein ganz gering- 
fiigiger Anstieg des Ammoniakgehaltes nach 50 Zuckungen er- 
kennbar (rechnerisch 0,16°/, und 0,10°/,), wogegen in dem zu- 
gehorigen Bromessigsdiureversuch 90 der Ammoniakanstieg bei 
der Arbeit nicht weniger als 3,1 mg betrug. In den Kontroll- 
versuchen 91 und 92, die an der gleichen Sendung wie Versuch 88 
bis 90, jedoch 3 Tage spaéter vorgenommen wurden, zeigten die 
Normalmuskeln eine Ammoniakvermehrung von annaéhernd 0,4 mg 
und 0,2 mg, waéhrend der Ammoniakgehalt in den vergifteten 
Muskeln des Versuchs 93 unter den gleichen Bedingungen um 
fast 2 mg anstieg. 

In friiheren Versuchen aus dem _ hiesigen Institut!) konnte 
gezeigt werden, daB bei Verwendung geringer Reizzahlen, gleicher 
Reizstérke und Belastung das Tempo ein fiir den Verlauf der 
Ammoniakbildung wesentlicher Faktor ist. Die gleiche Reizzahl, 
die bei langsamer Reizung iiberhaupt keine Ammoniakbildung 
bewirkt, fiihrt bei rascher Reizung regelméBig eine starke 
Ammoniakvermehrung herbei. Diese Versuchsergebnisse wurden 
so gedeutet, da bei langsamer Reizung die Pausen zwischen den 
einzelnen Zuckungen geniigen, um das bei der Kontraktion aus 
der Aminogruppe des Adenosinphosphorsiéurekomplexes ab- 
gespaltene Ammoniak wieder in seine urspriingliche Verbindung 


1) Embden, Carstensen und Schumacher, Diese Z. 179, 215ff.; 
M. Lehnartz, Diese Z. 184, 183 (1929). 
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zurickzufiihren, wahrend die kurzen Pausen bei rascher Reizung 
hierzu nicht ausreichen. Es wurde aus diesen Versuchen also 
ebenso wie aus solchen mit anderer Anordnung der Schlu8 ge- 
zogen, da die Ammoniakbildung ein auch im isolierten Frosch- 
muskel reversibler ProzeB ist. 

Die auBerordentliche Verstérkung der Ammoniakbildung bei 
der Arbeit bromessigsiurevergifteter Frésche legte die Vermutung 
nahe, daf& bei der Vergiftung eben diese Reversibilitaét der 
Ammoniakbildung aufgehoben oder doch stark vermindert ist. 

Das Ergebnis der in Tab. VIII niedergelegten Versuche recht- 
fertigt, wie wir glauben méchten, diese Vermutung vollauf. Zu 
den Versuchen 94 und 95 dienten normale Muskeln des Fanges T' 4. 
In Versuch 94 wurden die Arbeitsmuskeln in raschem Tempo, und 
zwar mit 40 Schligen in 40 Sekunden gereizt. Huierbei war eine 
Ammoniakbildung von ungeféhr 0,7 mg pro 100 g Muskulatur ein- 
getreten, die einen Anstieg des Ammoniakgehaltes um 37°/, des 
Ruhewertes bewirkte. Die gleiche Anordnung fihrte in Versuch 95 
bei langsamer Reizung iiberhaupt keine Ammoniakbildung herbei 
(rechnerisch eine Abnahme von 6°/)). Zu Versuch 96 dienten 
Gastrocnemien des gleichen Fanges nach Bromessigsiure- 
vergiftung. Sie wurden, um keinerlei Ermiidungserscheinungen 
auftreten zu lassen, nur mit 15 Schlégen, und zwar in langsamem 
Tempo (60 Sekunden) gereizt. Hierbei trat eine Vermehrung des 
Ammoniaks um 1,3 mg pro 100 g Muskulatur auf. Das Verhalten 
dieser Muskeln unterscheidet sich also qualitativ von dem der 
im gleichen Tempo weitaus hiéufiger gereizten Muskeln des Ver- 
suchs 95. 

In Versuch 97, der an normalen Muskeln einer anderen Frosch- 
sendung ausgefiihrt wurde, bewirkten 40 Schlage in raschem 
Tempo eine sehr betrachtliche Ammoniakbildung, wihrend bei 
gleichartiger Reizung in langsamem Tempo (Versuch 98) 
wiederum keine Ammoniakbildung beobachtet wurde. Die Hilfte 
der in den Versuchen 97 und 98 verwandten Schlige fiihrte an 
den bromessigséurevergifteten Muskeln des Versuchs 99 bei EKin- 
haltung des rascheren Reiztempos zu eimer Vermehrung des 
Ammoniaks um 0,4 mg pro 100 g Muskulatur. Die gleiche Anzahl 
von Reizen bewirkte in Versuch 100, der wieder in langsamem 
Tempo vorgenommen wurde, im Gegensatz zum Verhalten des 
Normalmuskels keinerlei Verringerung der Ammoniakbildung; 
vielmehr trat die letztere hier noch viel deutlicher als in Versuch 99 


in die Erscheinung. 
Q* 





Tabetlle VItLtr. 
Ammoniakbildung bei Reizung isolierter Gastrocnemien in verschiedenem Tempo. — Isotonische Anordnung, 25g Belastung, 
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1) Wurde bereits verédffentlicht (Kli. Wo. 1930, S. 1339, Fig. 3). 
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Versuch 101 (Bromessigséurevergiftung) wurde in genau der 
gleichen Weise wie der Normalversuch 98 angestellt, die Muskeln 
wurden also mit 40 Schlagen in langsamem Tempo gereizt. 
Wahrend, wie wir sahen, die Normalmuskeln unter diesen Be- 
dingungen tiberhaupt keine meBbare Ammoniakbildung zeigten, 
erfolgte an den Muskeln der bromessigséurevergifteten Tiere ein 
Anstieg von 2 auf tiber 7 mg. Hier traten freilich gegen SchluB 
des Reizversuches deutliche Ermiidungszeichen, aber keinerlei 
Kontrakturerscheinungen auf. 

Zu den Versuchen 102—105 verwandten wir einen Eskulenten- 
fang anderer Herkunft. Rasche Reizung des normalen Muskels 
mit 40 Schlagen fiihrte hier zu einem Anstieg des Ammoniaks 
um 0,6 mg pro 100 g Muskulatur, langsame Reizung (Versuch 103) 
blieb wiederum ohne Einwirkung auf den Ammoniakgehalt. 

In den Versuchen 104 und 105 an bromessigsiurevergifteten 
Tieren wurde die gleiche Reizzahl wie bei diesen Normalversuchen 
angewandt. Hier ergab sich bei Reizung in raschem Tempo 
(Versuch 104) eine Vermehrung des Ammoniaks um etwa 3,2 mg, 
sie war bei Reizung in langsamem Tempo (Versuch 105) von fast 
derselben Gré8e. Beide Muskeln zeigten bis zum SchluB des Ver- 
suchs keinerlei Ermiidungs- oder Kontrakturzeichen. 

Der Befund einer annihernd gleichen Steigerung des 
Ammoniakgehalts bei Reizung in raschem und in langsamem Tempo 
spricht dafiir, daB — in diesen beiden Versuchen wenigstens — 
die Bromessigséiurevergiftung zu vollkommener Aufhebung der 
Reversibilitét der bei der Kontraktion eingetretenen Ammoniak- 
abspaltung gefiihrt hatte, aber auch dafiir, daB wahrend der 
Pausen zwischen den Kontraktionen die Ammoniakbildung nicht 
fortschritt. An die letztere Méglichkeit mu8 wohl fiir den Ver- 
such 101 gedacht werden, in dem die Ammoniakbildung unter 
den gleichen Versuchsbedingungen viel gré8er und die Muskel- 
ermidung im Gegensatz zum Verhalten der zuletzt besprochenen 
Versuche deutlich war. 

Die folgenden Versuche sind wieder Tempoversuche an 
normalen Muskeln. 60 Schlage bewirkten bei rascher Reizung 
eine Ammoniakbildung von ungefaihr 0,3 mg pro 100 g Musku- 
latur (Versuch 106); bei langsamer Reizung trat auch hier keine 
Ammoniakbildung ein (Versuch 107). Genau in der gleichen 
Weise wie Versuch 107 wurde auch der Versuch 108 angestellt, 
nur unter Verwendung von Muskeln bromessigséurevergifteter 
Tiere; 60 Offnungsinduktionsschlige in langsamem Tempo _ be- 
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wirkten hier eine Vermehrung des Ammoniaks um fast 2,5 mg pro 
100 g Muskulatur. 


Gerade aus den Versuchen der Tab. VIII geht deutlich hervor, 
da8 Arbeitsleistung unter den gleichen Bedingungen, die bei 
Normalmuskeln zu keinerlei’ Ammoniakvermehrung fihren, an 
den Muskeln bromessigséurevergifteter Frésche einen starken 
Anstieg des Ammoniaks bewirkt, auch dann, wenn die Reizung 
so schonend erfolgt, daB an diesem so leicht erschépfbaren Muskel- 
material noch keinerlei Ermiidungserscheinungen erkennbar sind. 
Dies Verhalten beweist unserer Meinung nach, daB die Verstirkung 
der Ammoniakbildung bei der Tatigkeit bromessigséurevergifteter 
Muskeln nicht einfach als Absterbeerscheinung gedeutet werden 
kann, wie Parnas und seine Mitarbeiter es versuchten!), sondern 
als echte Begleiterscheinung der Tatigkeit angesehen werden 
muB. Der von Parnas gegebenen Deutung widersprechen ibrigens 
nicht nur die Ergebnisse unserer eigenen Versuche, sondern auch 
neue Versuche aus dem Lemberger Laboratorium selbst, in denen 
Lutwak?) in Bestétigung unserer Befunde fand, daB 60 Zuckungen 
in 80 Sekunden an jodessigséurevergifteten Muskeln regelmabig 
eine erhebliche Vermehrung des Ammoniaks hervorriefen.*) 


Ks ist sehr wohl méglich, ja, es erscheint uns auf Grund unserer 
eigenen Befunde als sicher, da&8 der Ammoniakanstieg wahrend 
der Arbeit des bromessigsiurevergifteten Muskels ebenso wie bei 
Normalmuskeln mit dem Eintritt der Ermiidung verstarkt wird, 
und es ist lingst -bekannt, daB die stirkste tiberhaupt médgliche 


1) Mozolowski, Mann u. Lutwak, Biochem. Z. 281, 290 (1931). 

*) Lutwak, Biochem. Z. 285, 485 (1931). 

3) Wenn von Lutwak fiir die Deutung dieser Befunde Vergleichsversuche 
an normalen Muskeln (Tab. I, 8. 484) herangezogen werden, aus denen die 
Verfasserin folgert, daB 60 Zuckungen in dem von ihr angewandten Tempo 
keine Ammoniakbildung erkennen lassen, so bilden diese Versuche, in denen 
zum Teil auBerordentlich hohe prozentische Unterschiede im Ammoniak- 
gehalt der gereizten und ungereizten Muskeln vorkommen (vgl. die Versuche 3, 
5, 7, 8), fiir uns einen weiteren Grund dafiir, anzunehmen, daB die von Parnas 
und seiner Schule angewandte Ammoniakbestimmungsmethode nicht ge- 
niigend exakt ist, um feinere Unterschiede im Ammoniakgehalt erkennen zu 
lassen. In den Versuchen unserer eben besprochenen Tabelle VIII stimmt 
demgegeniiber der Ammoniakgehalt der im langsamen Tempo gereizten 
Normalmuskeln (Versuche 95, 98, 103, 107) so genau mit demjenigen der 
Ruhemuskeln iiberein, daB diese Versuche geradezu eine Kontrolle dafiir 
bilden, daB der Ammoniakgehalt in den linken und rechten Gastrocnemien 
bei den fiir die verschiedenen Versuchsreihen verwandten Froschsendungen 
von vornherein der gleiche war. 
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Ammoniakbildung beim Absterben des Muskels zustande kommt. 
Diese starke Vermehrung des Ammoniaks beim Absterben wider- 
spricht aber ebensowenig der hohen Bedeutung der Ammoniak- 
bildung fiir die Muskeltitigkeit wie etwa die Tatsache, daB beim 
Absterben des Muskels auch die Milchsaéurebildung stirker als 
bei irgendeiner Form der Tatigkeit in Erscheinung tritt.*) 


DaB das Ammoniak auch nach voller Ausbildung der Kon- 
traktur mit fortschreitendem Absterben zunimmt, geht aus den 
in Tab. IX zusammengestellten Versuchen hervor. Hier wurden 
beide Muskeln zunachst bei isometrischer Anordnung indirekt 
im gleichen Stromkreise so lange gereizt, bis die Kontraktur nicht 


-mehr zunahm. 


Die in Kolonne 6 als a bezeichneten Muskeln wurden nun- 
mehr sofort verarbeitet, die als 4 aufgefiihrten nach weiterer 
Aufbewahrung wihrend der aus Reihe 4 hervorgehenden Zeit. 
4ine nachtragliche Vermehrung der Kontrakturhéhe trat bei 
diesen auf dem Kymographion registrierten Versuchen nicht ein. 


Man sieht, daB iwberall der Ammoniakgehalt des Muskels b 
erheblich héher als der des Muskels a ist. Auffallig ist hierbei, 
da8 diese Zunahme in den ersten 5—6 Minuten schon dhnliche 
Werte erreicht (Versuch 109—115), wie nach sehr viel lingerer 
nachtréglicher Aufbewahrung der Muskeln (Versuch 116—122), 
und zwar auch dort, wo die schlieBlich erhaltenen Endwerte 
sicherlich unter den bei vollkommener Desaminierung auftretenden 
liegen. 

Die simtlichen Versuche wurden an ein und derselben Escu- 
lentensendung wéhrend des Monats November vorgenommen, zu 
einer Zeit, in der nach unseren Erfahrungen die Leistungsfaihigkeit 





1) Wenn Lutwak in der eben erwahnten Arbeit die Meinung aus- 
spricht, daB gegen die Reversibilitét der Ammoniakbildung im isolierten 
Muskel die von Embden und seinen Mitarbeitern zuerst gefundene An- 
haufung des Ammoniaks im Muskel des lebenden ermiideten Frosches sowie 
der ,,Ubertritt von Ammoniak in die umgebende Ringerlésung aus sehr 
schonend, ermiidungslos vom Nerven aus gereizten Froschmuskeln“ (8. 489) 
sprache, so zeigt wiederum die Betrachtung der bekannten Vorginge des 
Milchsdurestoffwechsels, wie wenig derartige Uberlegungen beweisen; denn 
auch die Milchsaure hauft sich ja in der Muskulatur des lebenden Frosches 
bei der Tatigkeit an, und auch sie wird vom gereizten Muskel an die Um- 
gebungsfliissigkeit abgegeben. Trotzdem darf doch wohl das Wieder- 
verschwinden der bei der Tatigkeit gebildeten Milchsaure im isolierten Frosch- 
muskel seit den grundlegenden Untersuchungen Meyerhofs als gesicherte 
Tatsache gelten. 





Tabelle IX. 


Ammoniakbildung nach der Kontraktur. 


















































1 2 3 4 5 6 7 8 

- | a] = 3 = I x ” ss” SEs c Ammoniak im ges o 

. 2i|a| 5 S ~ oo AMD | OR a ose Bee 

= i ok | S om q ms -a- Bb es x CAS by Muskel =< 3 9 

and 2 | = j a 4 oy o s} a5 5 mM o = = @ SA ne = 

. @ia! 2 tel . S |§ad] 388 |Egse S058) 5.2% 
: | = | 5 Y = = ==] — = 

> Els| - |=] 2 | & lSse] 885 [Brad] ome | bm [ESS] 2 FS 

Z >ia| s “4; i] ¢4 N) 2S |sRESE Saas y 

5 - Ss | = ‘oC ae g as 2 

= 1. 3 ee. |." Fo te) | Eee ees = &| 

in in Sekunden 
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cs 110) 21 | 13.11.30] 1 | E22 | 12.11. | 240 300 0,9 4,58 6,79 49 2 

a M11 22 | 13.11.30] 1 | E22 | 12.11. 200 360 0,7 9,68 10,97 13 . 
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z 116) 27 | 17.11.30] 1 | E22 | 12.11. 155 22 0,5 621 | 7,86 27 3 Tage 
117 | 28 | 17.11.30] 1 | E22 | 12.11. | 180 35 0,5 548 | 7,11 31 3 Stunden 
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der isolierten Muskeln am gré8ten (und iibrigens auch ihr Gly- 
kogengehalt am héchsten) ist. Die Zeit der Vergiftung betrug in 
allen Fallen nur 15 Minuten, und infolgedessen waren bei der 
Tétung der Tiere im Gegensatz zu fast allen bisher besprochenen 
Versuchen die vorderen Extremitéten noch nicht starr. 

Die Gesamtheit unserer Beobachtungen iiber die Ammoniak- 
bildung in der Muskulatur bromessigsiurevergifteter Frésche legt 
den Vergleich mit den von Lundsgaard am Phosphokreatin bei 
der Jodessigsiurevergiftung erhobenen Befunden nahe. Hier wie 
dort kommt es zu verstiarktem Zerfall einer Tatigkeitssubstanz 
als Folge der Halogenessigséurevergiftung, allem Anschein nach, 
weil durch die Vergiftung die Reversibilitét sowohl des Phospho- 
kreatinabbaus wie der Ammoniakabspaltung aus dem Adenyl- 
siurekomplex aufgehoben oder doch schwer geschadigt ist. 

Lundsgaard hat das Ausbleiben der Resynthese des Phospho- 
kreatins, die ein Vorgang von erheblicher Endothermie ist, mit 
dem von ihm entdeckten Ausbleiben der Milchséurebildung nach 
Halogenessigsaéurevergiftung in ursaéchlichen Zusammenhang ge- 
bracht. Ein ahnlicher Zusammenhang kénnte auch zwischen der 
Aufhebung der Milchséurebildung und dem Ausbleiben der am 
normalen Muskel so leicht zu erweisenden Reaminierung bestehen.?) 

Schon seit langerer Zeit sind wir zu der Uberzeugung gelangt, 
daB im Kontraktionsmoment eine Verschiebung der Reaktion 
nicht nach der sauren, sondern nach der alkalischen Richtung 
eintritt, und auch die von Lundsgaard, sowie mancherlei von 
der Meyerhofschen Schule erhobenen Befunde lassen sich, wie 
wir glauben moéchten, am besten in diesem Sinne deuten. Auf 
Grund der in vorliegender Arbeit mitgeteilten Untersuchungen 
méchten wir mit aller bei der iiberaus komplexen Natur des Pro- 
blems gebotenen Vorsicht erneut der Vermutung Ausdruck geben, 
daB der Ammoniakbildung bei der Kontraktion hohe Bedeutung 
zukommt. . 

Auch fiir den Starreejntritt scheint gerade die Ammoniak- 
bildung bedeutungsvoll zu sein. So wire es, wie wirglauben méchten, 
am besten verstaéndlich, da bei der Bromessigsiurevergiftung 
erst dann die auBerordentlich starke, von uns gefundene Ver- 
mehrung des Ammoniaks eintritt, wenn die Muskulatur starr 
wird und da nach vorheriger Durchschneidung der zufiihrenden 


1) In diesem Zusammenhang sei auf eine neuerliche Arbeit von 
Meyerhof u. Lohmann verwiesen. Naturw. 19, 575/576 (1931). 
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Nerven, durch die der Starreeintritt nach der Vergiftung ver- 
hindert wird, nur eine recht geringfiigige Ammoniakbildung nach- 
weisbar ist.) 

Ebenso klar tritt an bromessigsiurevergifteten Muskeln der 
Zusammenhang zwischen Arbeitsleistung und Ammoniak- 
vermehrung hervor. Dieselbe geringe Anzahl von Zuckungen, dic 
bei Reizung in langsamem Tempo am normalen Muskel keinerlei 
Anstieg des Ammoniakgehaltes erkennen laBt, fiihrt am brom- 
essigsiurevergifteten Muskel schon dann, wenn er noch keine 
Ermiidungs- oder Kontrakturerscheinungen erkennen laiBt, zu 
starker Vermehrung des Ammoniaks. Es widerspricht, wie schon 
oben ausgefiihrt, der tiberragenden Bedeutung des Ammoniaks 
fiir den Kontraktionsvorgang hierbei durchaus nicht, daB_ bei 
der an eine ermiidende Reihe von Einzelzuckungen sich an- 
schlieBenden Starrekontraktur eine weitere Vermehrung des 
Ammoniaks eintritt, ja daB nach voller Ausbildung der Starre 
mit fortschreitendem Absterben noch gré8ere Ammoniakmengen 
in Freiheit gesetzt werden. 

Die Base Ammoniak ist seit langer Zeit als kontraktur- 
erregende Substanz bekannt, und die Bedeutung des Ammoniaks 
fir die Kontraktions- und Kontrakturvorginge erscheint, wie wir 
glauben méchten, dadurch um so versténdlicher, daB, wie an 
anderem Orte darzutun versucht wurde, im Kontraktionsmoment 
durch eine Reihe von Vorgingen, die die Reaktion nach der alka- 
lischen Seite verschieben, die Vorbedingungen fiir die Wirkung 
einer freien Base geschaffen werden. 

Freilich mahnt gerade die Verschiedenartigkeit der aufs 
mannigfaltigste ineinander greifenden, zurzeit bereits bekannten 
chemischen Begleiterscheinungen der Kontraktion zu auBerster 
Vorsicht in der besonderen Bewertung irgendeines chemischen 
Teilprozesses fiir den Kontraktionsvorgang, ja, wenn es richtig 
ist, daB nur durch das Zusammenwirken einer Reihe chemischer 
Vorgiinge in bestimmter zeitlicher Anordnung die Kontraktion ein- 
tritt, ist es eigentlich iberhaupt nicht berechtigt, von einer einzigen 
Kontraktionssubstanz zu sprechen. Immerhin widerspricht keiner 
der bisher erhobenen Befunde der Vorstellung, da8 die Ammoniak- 


1) Der Zusammenhang zwischen Ammoniakbildung und einigen anderen 
Formen der Starre scheint uns auch aus einer kiirzlich von Bethe, Nor- 
poth und Huf (Kli. Wo. 1931, S. 1174/1175) veréffentlichten Untersuchung 


hervorzugehen. 


Bk 
i 
q ye 
a 
a 
is 











Einwirkung d. Bromessigsdurevergiftung auf d. Ammoniakbildung usw. 13] 


bildung in besonders nahem ursichlichen Zusammenhang mit der 
Muskelkontraktion steht. 

Im normalen Muskel folgt der Ammoniakbildung und den 
sie begleitenden anderen alkalisierenden Prozessen die Milchséure- 
bildung, die wir schon seit langerer Zeit mit der Erschlaffung in 
Zusammenhang brachten, eine Anschauung, die durch die wichtigen, 
von Lundsgaard erhobenen Befunde, wie wir glauben méchten, 
durchaus gestiitzt wird. Wenn im normalen Muskel den ver- 
schiedenartigen, im Sinne der Verschiebung der Reaktion nach 
der alkalischen Seite wirksamen Prozessen die Milchsiurebildung 
und andere séuernde Vorgiange folgen, so bleiben diese nach 
Lundsgaards grundlegender Entdeckung wenigstens zu einem 
wesentlichen Teil im_ halogenessigsiurevergifteten Muskel aus. 
Nicht nur das Fehlen der Milchséurebildung selbst, sondern auch 
der mangelnde Wiederaufbau des Phosphokreatins und das Ver- 
sagen der Reaminierung verhindern den nachtriglichen Ausgleich 
der im Kontraktionsmoment eingetretenen Reaktionsinderung, 
jene Verschiebung der Reaktion nach der sauren Seite, die fiir 
den normalen Eintritt der Erschlaffung notwendig ist. 

So fiihrt schlieBlich im halogenessigsiurevergifteten Muskel 
das Ausbleiben der Milchséurebildung zur Kontraktur, der gleichen 
Milchséurebildung, die im normalen Muskel nach unseren Vor- 
stellungen die Erschlaffung herbeifiihrt. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Bromessigséurevergiftung kommt es nach der Durch- 
schneidung des Plexus ischiadicus, durch die bekanntlich der 
Starreeintritt verhindert wird, im zugehoérigen Gastrocnemius 
nur zu einer geringfiigigen Ammoniakbildung. 


9. In normal innervierten Muskeln tritt mit der Starre eine 
gewaltige Vermehrung des Ammoniaks ein. 


3. Bei direkter und indirekter Reizung isolierter Muskeln 
mit Offnungsinduktionsschlagen kommt es nach Bromessigsiure- 
vergiftung zu einer weitaus staérkeren Ammoniakbildung als bei 
gleichartigen Versuchen an normalen Muskeln. 

4. Die an die ermiidende Reizung rasch sich anschlieBende 
Kontraktur ist mit einem weiteren Anstieg des Ammoniaks ver- 
bunden, und auch nach voller Ausbildung der Kontraktur nimmt 
mit fortschreitendem Absterben des Muskels der Ammoniakgehalt 
weiter zu. 
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5. Nicht nur bei ermiidender Reizung, sondern schon nach 
einer geringen Anzahl von Einzelzuckungen, die der Muskel ohne 
Ermiidungs- und Kontrakturerscheinungen leistet, tritt starke 
Ammoniakbildung ein, im Gegensatz zum Verhalten des normalen 
Muskels unabhingig vom Reiztempo. 

6. Auf weitere Einzelheiten und auf die an die erhobenen 
Befunde gekniipften theoretischen Erérterungen soll hier nicht 
nochmals eingegangen werden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, die den 
einen von uns durch ein Forschungsstipendium unterstitzte und 
durch Gewihrung von Geldmitteln die Beschaffung des fir dic 
Durehfiihrung der Versuche notwendigen grofen Tiermaterials 
erleichterte, sprechen wir unseren aufrichtigsten Dank aus. 














Die Einwirkung der Bromessigsiurevergiftung 

auf den Phosphokreatinstoffwechsel der Skelettmuskulatur. 
Von 

Leo Norpoth. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft.) 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt ) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juli 1931.) 


In einer gleichzeitig mit der vorliegenden veréffentlichten 
Arbeit von Embden und Norpoth?) wurde der Nachweis ge- 
fiihrt, daB die Halogenessigsiurevergiftung zu charakteristischen 
Veriinderungen im Ammoniakstoffwechsel des Muskels fiihrt. Viel 
stirker als an der normalen Muskulatur tritt nach Bromessig- 
siurevergiftung die Vermehrung des Ammoniaks schon nach 
wenigen Zuckungen in die Erscheinung und die oft erst nach dem 
Kirléschen der Erregbarkeit eintretende Kontraktur ist mit 
weiterem Anstieg des Ammoniakgehaltes verbunden. 

Vergleicht man den vor der Vergiftung praparierten Gastro- 
cnemius der einen Seite mit dem nach der Vergiftung entnommenen 
der anderen Seite nach vorheriger doppelseitiger Durchschneidung 
des Plexus ischiadicus, so findet man in dem vergifteten Muskel 
trotz seiner Denervation stets eine Vermehrung des Ammoniaks, 
die freilich weitaus geringfiigiger ist, als jene Ammoniakvermehrung, 
die mit der Starre verbunden ist, welche an normal innervierten 
Muskeln als Vergiftungsfolge auftritt. 

DaB die Bromessigséurevergiftung Veranderungen im Ver- 
halten der Léslichkeit der EKiweiBkérper herbeifiihrt, die den von 
H. J. Deuticke?) als Begleiterscheinung des Absterbens und der 
Krmiidung beschriebenen aéhnlich sind, wurde kiirzlich von HK mbden 
1) Diese Z. 201, 105 (1931). 

*) Pfliigers Arch. 224, 1 (1930). 








134 Leo Norpoth, 


und Metz!) gezeigt. Es ergab sich hierbei, daB eine Verainderung 
im Verhalten der MuskeleiweiBk6rper schon rasch nach der Ver- 
giftung eintritt und ebenso wie die Vermehrung des Ammoniaks 
auch am denervierten Muskel nicht ausbleibt. 

E. Lundsgaard?) hatte bereits in seiner ersten Arbeit iiber 
die Halogenessigséiurevergiftung, in der er die Entdeckung machte, 
daB diese Vergiftung die Fahigkeit der Muskulatur zur Milchsiure- 
bildung aufhebt, trotzdem aber die Arbeitsfaihigkeit der Muskeln — 
wenn auch in vermindertem Mabe — fortbesteht, gezeigt, daB die 
Arbeitsfahigkeit an das Vorhandensein von Phosphokreatin ge- 
bunden ist. Die Spaltung des Phosphokreatins ist bei der Arbeit 
des halogenessigséurevergifteten Muskels in ahnlicher Weise wie 
der zur Ammoniakbildung fiihrende Abbau des Adenylsaure- 
komplexes beschleunigt, und mit dem volligen Verschwinden des 
Phosphokreatins erlischt nach Lundsgaard die Kontraktions- 
faihigkeit. 

Systematische Untersuchungen iiber Veranderungen des 
Phosphokreatinstoffwechsels bei der Halogenessigsiurestarre 
liegen bisher nicht vor, und auch dariiber ist nichts bekannt, ob 
bereits vor dem Starreeintritt sich Verinderungen im Phospho- 
kreatinstoffwechsel bemerkbar machen. , 

Angesichts der noch unbekannten zeitlichen Folge der Phospho- 
kreatinspaltung und der Ammoniakbildung bei der Muskelkontrak- 
tion und der noch herrschenden Unklarheit dariiber, welche be- 
sondere Bedeutung der Phosphokreatinspaltung einerseits, der 
Ammoniakbildung andererseits fiir den Muskelchemismus zukommt, 
habe ich auf Veranlassung von Herrn Professor Embden eine Ver- 
suchsreihe iiber das Verhalten des Phosphokreatins bei der Brom- 
essigsiurestarre und im Friihstadium der Bromessigséurevergiftung 
ausgefiihrt. 

Methodisches. 


Die Mehrzahl der Versuche wurde an Eskulenten vorgenommen, einige 
Starreversuche auch an Temporarien. Fiir jeden Versuch wurde nur ein 
Frosch verwandt, mit Ausnahme der wenigen Experimente, in denen gleich- 
zeitig das Ammoniak bestimmt wurde. 

Die Plexusdurchschneidung und die Vergiftung der Tiere mit Bromessig- 
siure erfolgte genau in der gleichen Weise und mit den gleichen Dosen wie in 
der oben genannten Arbeit von Embden und Norpoth. 


1) Diese Z. 192, 233 (1930). 

2) Biochem. Z. 217, 162 (1930); 227, 51 (1930). Vgl. auch die wahrend 
der Drucklegung dieser Arbeit erschienene Veréffentlichung von O. Meyer- 
hof, E. Lundsgaard u. H. Blaschko, Biochem. Z. 236, 326 (1931). 
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Die Phosphokreatinbestimmung wurde in der von E. Lehnartz') be- 
schriebenen Art durchgefiihrt, wobei die Phosphokreatinphosphorsiure 
schlieBlich stets als Strychninphosphomolybdat zur Wagung gelangte. 

Zur Vorbereitung der Phosphokreatinbestimmung verfuhr ich folgender- 
maBen: Die Gastrocnemien wurden so rasch wie méglich prapariert und in 
flissige Luft versenkt. Das durch Zerkleinerung in fliissiger Luft erhaltene 
Muskelpulver wurde in Erlenmeyerkélbchen eingefiillt, die mit 10 cem 5°/,iger 
Trichloressigsiure vorgewogen waren. Durch schwenkende Bewegungen 
wurde dafiir gesorgt, daB das Muskelpulver schon vor dem Auftauen griindlich 
mit der Trichloressigsiure benetzt wurde und rasch auftaute. Sobald wie 
moglich wurde durch eine zweite analytische Wagung auf der automatischen 
Schnellwage das Muskelgewicht bestimmt und genau 10 Minuten nach dem 
Kinfiillen des Muskelpulvers in die Trichloressigsaure durch Schwarzband- 
filter filtriert. 8 ccm des Filtrats dienten zur Phosphokreatinbestimmung. 


Versuchsergebnisse. 


In Tab. I sind 13 Versuche zusammengestellt, in denen eine 
Stunde bis einen Tag vor der Vergiftung der Plexus ischiadicus 
einseitig durchschnitten war, so dai die Bromessigsiurestarre 
nur einseitig auftrat. Erst nach voller Ausbildung der Starre 
wurden die Tiere getdtet. Die Dauer der Vergiftung geht aus 
Vertikalreihe 3 hervor. In Reihe 4a ist der Phosphokreatin- 
phosphorséuregehalt des durch die Nervendurchschneidung vor der 
Starre geschiitzten, in Reihe 4b jener des Starremuskels als 
H,PO, angegeben. Sowohl bei den an Winter- und Sommer- 
eskulenten vorgenommenen (Versuch 1—8) wie den an Winter- 
temporarien ausgefiihrten Versuchen (Versuch 9—13) zeigt aus- 
nahmslos der starre Muskel einen weitaus geringeren Phospho- 
kreatingehalt. In der ersten Horizontalreihe der Spalte 5 ist der 
Mindergehalt des starren Muskels an Phosphokreatinphosphor- 
siure auf die Muskulatur berechnet, in der zweiten Horizontalreihe 
in Prozenten des Phosphokreatingehalts des nicht starren Muskels 
der anderen Seite. 

Weiterhin suchte ich Aufschlu8 dariiber zu gewinnen, ob bei 
sonst gleicher Versuchsanordnung der Mindergehalt des normal 
innervierten Muskels an Phosphokreatin erst mit der Ausbildung 
der Starre in die Erscheinung tritt oder schon im Frihstadium 
der Vergiftung, wo noch keinerlei Starreerscheinungen nachweisbar 
sind. 

In einigen dieser in Tab. II zusammengestellten Versuche 
nahm ich Bestimmungen der Trockensubstanz (Kolonne 4), sowie 
des Ammoniakgehalts (Kolonne 7) vor. Die Phosphokreatin- 





') Diese Z. 184, 19 (1929); 197, 70 (1931). 
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phosphorsiiurewerte des denervierten Muskels sind in Reihe 5a, 
die des normal innervierten in Reihe 5b angegeben. In den Ver- 
suchen, in denen der Trockengehalt der Muskeln bestimmt wurde, 
ist der gefundene Phosphokreatingehalt auf den Trockengehalt 
des denervierten Muskels umgerechnet, wodurch keine wesentliche 
Anderung der Versuchsergebnisse bedingt wird. 


Tabelle I. 


Einwirkung der Bromessigsaurevergiftung auf den Phosphokreatinzerfall nach 
einseitiger Durchschneidung des Plexus ischiadicus: nach Eintritt der Starre. 





Versuchs-Nr. 


5 


a | 


Protokoll-Nr. 








Versuchsdatum 





Art der Frésche 


9 
_ 





Eingeliefert am 


bo 


bo 


Dauer der Vergiftung | 





3 | 


in Minuten 


90 








Phosphokreatin 
im Muskel 
ag bg 

H,PO, H,PO, 
in 100g 
Muskulatur 

0,1914 | 0,1231 

0,1441 | 0,0477 

0.2063 00,1118 

0.2071 0,0845 

0.2127 0,1125 

0,1752 0,0859 

0,1724  0,0822 

0,1574  0,1296 

0,1763  0,0962 

0,1914 0,0596 

0,2326  0,1926 

0,1952  0,0587 

0.2345  0,0863 


Abnahme in b g 





| Gr 


u. Prozente des in a | 


in 100 g Muskulatur | 
gefundenen Wertes | 
'Zeitpunkt der Durch- | 


0,0683 
35,7 °/, 
0,0964 
66,9 °/, 
0,0950 
46,1°/, 
0,1226 
59,2 °/, 
0,1002 
47,1 °/, 
0,0893 
51,0 °/, 
0,0902 
52,3 °/, 
0,0278 
17,7 “lo 
0,0801 
45,4 °/, 
0,1318 
68,9 °/, 
0,0400 
17,2 °/, 
0,1415 
72,5 °/o 
0,1482 
63,2 °/, 





6 





_ trennung des Plexus 
ischiadicus von a vorder 
Vergiftung in Stunden | 


7 Versuchs-Nr. 





ProtakoallNr. 
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Einwirkung der Bromessigsdurevergiftung auf den Phosphokreatinzerfall nach 
einseitiger Durchschneidung des Plexus ischiadicus. 


Kurze Vergiftungszeit, noch keine Starre. 
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Man sieht, daB iberall auch im Friihstadium der Vergiftung 
der normal innervierte Muskel weniger Phosphokreatin enthalt, 
wobei freilich die Verminderung des Phosphokreatins, wie aus 
Spalte 6 hervorgeht, im allgemeinen erheblich geringer als in den 
Versuchen der Tab. I ist.1) Der Verminderung des Phospho- 
kreatins entspricht in den vier daraufhin vorgenommenen Unter- 
suchungen eine Vermehrung des auf den Trockengehalt des dener- 
vierten Muskels umgerechneten Ammoniaks. 

Embden und Norpoth stellten fest, daB bei vergleichender 
Untersuchung des vor und nach der Vergiftung entnommenen 
Gastrocnemius der letztere stets einen héheren Ammoniakgehalt 
zeigt, auch dann, wenn der zugehdrige Nervenplexus vor der 
Vergiftung durchschnitten war. 

Aus Tab. III geht hervor, daB bei der gleichen Versuchs- 
anordnung das Verhalten des Phosphokreatins von dem des 
Ammoniaks durchaus verschieden ist. Zu allen Versuchen dieser 
Tabelle diente die gleiche Eskulentensendung. Die Versuche 
wurden derart angestellt, da8 zu dem aus Kolonne 6 hervor- 
gehenden Zeitpunkt vor der Vergiftung der Plexus ischiadicus 
beiderseitig durchschnittten wurde. Vor der Vergiftung wurde 
dann der Gastrocnemius der einen Seite entnommen und in 
fliissiger Luft zum Erfrieren gebracht. Nunmehr erfolgte sogleich 
die Vergiftung, die lingere Zeit andauerte, wie im einzelnen aus 
Kolonne 2 der Tabelle hervorgeht. 

Ein Vergleich der Spalten 4a und 4b ergibt, daB der Gehalt 
an Phosphokreatinphosphorsiure in dem nach der Vergiftung 
entnommenen Muskel b nirgends merklich geringer als in dem vor 
der Vergiftung untersuchten war, daf aber mehrmals das Gegen- 
teil der Fall war (siehe die Versuche 30 und 32). Die Zahlen der 
Kolonne 4b sind auch hier durch Umrechnung der unmittelbar 
gefundenen Werte auf den Trockengehalt des Muskels a ge- 
wonnen. 

Wahrend also die Bromessigsiurevergiftung bei erhaltener 
Innervation, wie aus den Tabb. I und II hervorgeht, das Phospho- 
kreatin und das ammoniakbildende System in gleichem Sinne 
beeinfluBt, ist dies nach Durchtrennung der zugehérigen Nerven 
nicht der Fall. Denn auch nach der Denervation bewirkt ja — 
wie oben ausgefiihrt — die Bromessigsiurevergiftung regelmabig 





1) In Versuch 16 und wohl auch in Versuch 26 liegt die in Muskel } 
gefundene Verminderung wohl innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung. 





ie 











Die Einwirkung der Bromessigsiurevergiftung usw. 189 


eine Vermehrung des Ammoniaks, wihrend der Phosphokreatin- 
gehalt durch die Vergiftung jedenfalls nicht vermindert wird. 


Tabelle III. 


Einwirkung der Bromessigsaiurevergiftung auf den Phosphokreatingehalt 
des Gastrocnemius nach Durchschneidung des Plexus ischiadicus. 
Keine Starre. 
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Ks liegt nahe, die auch nach der Unterbrechung der Nerven- 


leitung infolge der Bromessigsiurevergiftung eintretende 
Ammoniakbildung mit der unter den gleichen Bedingungen von 
Embden und Metz beobachteten Verinderung der Léslichkeit 
der EiweiBkérper in Zusammenhang zu bringen, ahnlich wie in 
fruheren von H. J. Deuticke im hiesigen Institut ausgefiihrten 
Untersuchungen der Nachweis eines innigen Zusammenhanges 


10* 
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zwischen der Proteinléslichkeit von Muskeln und ihrer Fahigkeit 
zu einer bestimmten Synthese gefiihrt wurde. 


Die Abnahme der Synthesefahigkeit und die mit ihr parallel 
verlaufende Verdnderung der Proteinldslichkeit sind, wie bereits 
erwihnt, Begleiterscheinungen nicht nur des Sterbens, sondern 
auch der Ermiidung und im letzteren Falle durchaus reversibel; 
schon friiher wurde versucht, sie mit der Kontraktionstatigkeit 
des Muskels in Zusammenhang zu bringen, ja sie als unmittelbaren 
Ausdruck jener Kolloidzustandsinderung der Muskelproteine zu 
betrachten, die als Kontraktion in die Erscheinung tritt.+) 


Bei der Bromessigséurevergiftung wenigstens scheint der 
Vorgang der Ammoniakbildung eng mit der Loslichkeitsinderung 
der EiweiBk6rper verbunden zu sein; beide Prozesse treten bei 
dieser Vergiftung auch in denervierten Muskeln, die von keiner 
Erregung getroffen werden, auf. Demgegeniiber bleibt die Phospho- 
kreatinspaltung auch nach lang andauernder Vergiftung aus, 
wenn durch Nervendurchschneidung die Erregung des Muskels 
ausgeschaltet ist. Bei erhaltener Nervenleitung tritt sie, wie die 
Ammoniakbildung, schon nach kurzer Vergiftungszeit regelmaBig 
in die Erscheinung. 

Man ist versucht, in diesen Befunden eine gewisse Stiitze 
fiir die friiher schon von anderer Seite*) ausgesprochene Ver- 
mutung zu sehen, daB die Phosphokreatinspaltung vor allem fiir 
den Vorgang der Erregung bedeutungsvoll ist, und ebenso fiir die 
von Kmbden-und seinen Mitarbeitern®) vertretene Anschauung, 
daB die Ammoniakbildung in besonders nahem_ ursichlichen 
Zusammenhang mit den Kolloidzustandsinderungen bei der 
Kontraktion und so mit der Kontraktion selber stehe. Wenn 
diese Vorstellungen zutreffen, miiSte beim Ablauf einer Muskel- 
zuckung die Phosphokreatinspaltung als Begleiterscheinung des 
Erregungsvorganges der Ammoniakbildung, die mit der Kon- 
traktion verbunden ist, zeitlich vorausgehen.‘) 

1) G. Embden u. H. Jost, Diese Z. 165, 224 (1927); H. J. Deuticke, 


a.a. O., S. 41. 

2) O. Meyerhof, Naturwissenschaften 17, 283 (1929); D. Nachman- 
sohn, Biochem. Z. 208, 237 (1929); 2138, 262 (1929). 

8) H. Habs, Diese Z. 171, 54 (1927); G. Embden u. H. Wassermeyer, 
Diese Z. 179, 161 (1928); G. Embden, M. Carstensen u. H. Schumacher, 
Diese Z. 179, 186 (1928); G. Embden, Klin. Wo. 1929, 8. 913; 1930, 8. 1337; 
G. Embden u. L. Norpoth, Diese Z. 201, 105 (1931). 

4) Vgl. auch O. Meyerhof u. K. Lohmann, Naturw. 19, 575 (1931). 
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Zusammenfassung. 


1. Ebenso wie nach friiheren Feststellungen mit der Aus- 
bildung der Bromessigsiurestarre eine starke Vermehrung des 
Ammoniaks verbunden ist, konnte als Begleiterscheinung dieser 
Starre auch eine erhebliche Spaltung des Phosphokreatins fest- 
gestellt werden. 

2. Auch schon lingst vor der Ausbildung der Starre — nach 
kurzdauernder Vergiftung — wurde nach einseitiger Plexus- 
durchschneidung ein Mindergehalt an Phosphokreatin immer in 
jenem Muskel gefunden, dessen Nerven erhalten waren; dem ent- 
spricht der in den gleichen Versuchen erhobene Befund, da8 die 
innervierten Muskeln auch reicher an Ammoniak sind. 

3. Abweichend von dem unter den eben geschilderten Ver- 
suchsbedingungen herrschenden Parallelismus zwischen Ammoniak- 
bildung nd Phosphokreatinspaltung bei der Bromessigséure- 
vergiftung konnte nach doppelseitiger Plexusdurchschneidung und 
Untersuchung des Muskels der einen Seite unmittelbar vor der 
Bromessigsaéurevergiftung, desjenigen der anderen Seite nach 
lingerer Vergiftungszeit nie eine Verminderung des Phospho- 
kreatins im vergifteten Muskel festgestellt werden, wahrend 
friihere Untersuchungen unter den gleichen Bedingungen stets 
einen héheren Ammoniakgehalt (und auch eine ausgesprochene 
Verinderung der Proteinléslichkeit) zeigten. 

4. Auf Grund dieser Befunde werden einige Vorstellungen 
iiber die verschiedenartige Bedeutung der Phosphokreatinspaltung 
und der Ammoniakbildung fir den Gesamtvorgang der Muskel- 
zuckung geduBert. 
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Synthese des Thyronamins. 


Von 


Richard Stéhr. 





(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit Innsbruck.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. August 1931.) 


In der gegenwirtigen Mitteilung soll iiber die Synthese des 
Thyronamins, des jodfreien Thyroxamins, berichtet werden. Thy- 
ronamin ist das 4-(4’Methoxy-phenoxy)-phenylithylamin. Seine 
strukturelle Beziehung zum Desjodo-thyroxin, auch Thyronin 
genannt, ist dieselbe, wie die des Thyroxamins zum Thyroxin; 
beide Verbindungen kann man sich durch Abspaltung von 
CO, aus den betreffenden Aminosiuren entstanden denken. 
Die Jodsubstitutionsprodukte des Thyronamins, das Thyroxamin 
(3,5 - Dijod-4-(3’, 5’ Dijod-4’ oxyphenoxy)-phenylathylamin) und das 
8,5-Dijod-thyronamin sind von J. N. Ashley und Ch. R. Haring- 
ton?) auch auf diesem Wege durch direkte Decarboxylierung aus 
den Aminosiiuren erhalten worden. Die Darstellung des Thyron- 
amins schien vor allem deswegen von Interesse, weil das Thyron- 
amin einerseits ein Aryl-ithylamin ist, daB wie die meisten Ver- 
bindungen von diesem Typus sympathomimetische Wirksamkeit 
erwarten liBt, und es andererseits die jodfreie Base des Thyroxins 
darstellt, dessen Bedeutung fiir den Organismus zur Geniige he- 
kannt ist. Ferner soll seine Darstellung eine Liicke unserer 
Kenntnisse in der Reihe der Thyroxinderivate ausfillen. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung des Thyronamins 
waihlten wir den 4-(4’ Methoxy-phenoxy)-benzaldehyd (I) der schon 
von Harington?) beschrieben worden ist. Diesen Aldehyd kon- 
densierten wir mit Nitro-methan zum entsprechenden w-Nitro- 
styrol (II), welches wir mit Zinkstaub und Natriumamalgam iiber 
das Oxim (III) zum 4-(4’ Methoxy-phenoxy)-phenyl-athylamin (IV) 
reduzierten; die Methoxylgruppe wurde durch Kochen mit Jod- 
wasserstoffsiure abgespalten (V). Der Reaktionsverlauf ist durch 
das Formelschema A wiedergegeben: 











Synthese des Thyronamins. 143 





I Il 
A: CH,0-C,H,-0-0,H,-CHO ““"'> ©H,0-0,H,-0-C,H,-CH : CHNO, 
UI 

Zn-Staub + Eisessig NY 
Staub + Biseesig, CH,O-C,H,-0-C,H,-CH,-CH: NOH 
IV 


Na-Amalgam + Eis- . 
essig und Alkohol ~~ CH,0-C,H,+0-C,H,-CH,+CH,N H, 
V 

HJ 


—>  HO-C,H,-0-C,H,-CH,-CH,NH, (Thyronamin). 


Die Darstellung des Ausgangsmaterials, des 4-(4’ Methoxy-phenoxy)- 
benzaldehyds (I), ist auf zwei verschiedenen Wegen durchgefiihrt 
worden: 


Dem Arbeitsschema Haringtons folgend wurde durch Kondensation 
von p-Brom-anisol und Phenol bei Gegenwart von KOH und Kupferbronze 
(4—5 Stunden erhitzen auf 235°) der 4-Methoxy-diphenyl-dther*) (VI) dar- 
gestellt. Die Einfiibrung der Aldehydgruppe erfolgte nach dem von Roger 
Adams und Mitarbeitern‘) modifizierten Verfahren der Gattermann- 
schen Synthese, das an Stelle von wasserfreier Blausiure Zinkcyanid ver- 
wendet. Der Reaktionsverlauf der einzelnen Phasen ist durch das Formel- 
schema B wiedergegeben. 








VI 
B: CH,0-C,H,-Br + HO-C,H, —“**°"> ©H,0-0,H,-0-O,H, 
I 
AlCh + Z0(CN)s CH,O-C,H,-O-C,H,-CHO ; 


+ HCl 
Ferner stellten wir den 4-(4’ Methoxy-phenoxy)-benzaldehyd 


auch auf dem Wege dar, der durch das Formelschema C charakteri- 
siert ist. : 


VII 
(: CH,-C,H,-OH + Br-C,H,-NO, —*=°"> (H,0-C,H,-0-C,H,-NO, 
VIII IX 
SnCle + HO CH,0-C,H,-0-C,H,-NH, —> CH,0-C,H,-0-0,H,-ON 
I 
CH,0-C,H,-0-C,H,-CHO. 


Wir kondensierten p-Brom-nitrobenzol mit Hydrochinon-mono- 
methylather bei Gegenwart von KOH und Kupferbronze (2 Stunden 
erhitzen auf 180°) zum 4-(4’Methoxy-phenoxy)-nitrobenzol (VII); 
dieses reduzierten wir mit Zinn-chloriir und HCl in alkoholischer 





SnCl, + HCl 





*) Diese Verbindung ist vor Harington auch von Th. R. Lea und 
R. Robinson’) beschrieben worden, die sie durch Kondensation von Hydro- 
chinon-monomethyl-iither mit Brombenzol bei Gegenwart von KOH und 
Kupferbronze erhalten haben. 
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Lésung zum entsprechenden Amin”) (VIII), diazotierten mit Amyl- 
nitrit und fiihrten die Cyangruppe ein (IX). Diese wurde nach 
Henry Stephen’) mit Zinnchloriir und Salzsiure in atherischer 
Liésung tiber das Additionsprodukt des Aldimins mit Zinntetra- 


chlorid in die Aldehydgruppe umgewandelt. 

4-(4’ Methoxy- phenoxy)-Nitrobenzol (VII) und 4-(4’ Methoxy - phenoxy-) 
anilin (VIII) sind inzwischen unabhingig von uns von M. Oesterlin**)®) 
beschrieben worden. Das Nitril lé8t sich durch Kochen mit 25°/,iger waBriger 
Kalilauge zur 4-(4’Methoxy-phenoxy)-benzoesiiure verseifen, deren Schmelz- 
punkt mit dem von Harington*™) angegebenen iibereinstimmt. 

Die Kondensation von 4-(4’Methoxy-phenoxy)-benzaldehyd mit 
Nitromethan wurde in einer alkoholisch-atherischen Lésung durch- 
gefiihrt. Eine rein alkoholische Lésung erwies sich als ungeeignet, 
da der Aldehyd in dem stark gekiihlten Alkohol nur sehr schwer 
léslich ist. Die Ausbeute an schmelzpunktreinem w-Nitro-styrol 
war schlecht (21°/, der Theorie). Die dligen Verunreinigungen 
erstarrten zwar nach mehrwéchigem Stehen zum Teil krystallin, 
lieferten bei der Reduktion zum Amin jedoch nur minimale Aus- 
beuten; auf ihre Aufarbeitung wurde daher verzichtet. 

Bei der Reduktion des w-Nitro-styrols (II) zum methoxylierten 
Thyronamin (IV) wurde die Zwischenstufe des Oxim (III) nicht ge- 
reinigt, sondern als Rohprodukt weiter verarbeitet. Das Oxim ist 
fest und erstarrte nach Abdunsten der atherischen Lésung schon 
nach kurzem Stehen. 

Die freie Base des methoxylierten Thyronamins (IV) ist fliissig, 
hat einen eigentiimlichen Geruch und zieht an der Luft begierig 
Kohlensiure an unter Bildung eines schwer léslichen Carbonats, 
Infolge der geringen Menge der uns zur Verfiigung stehenden 
Base sind wir leider nicht imstande, die physikalischen Konstanten 
der freien Base anzugeben. Zur Analyse verwendeten wir das 
Chlorhydrat. 


*) Bei der Reduktion des Nitroderivates (VII) zum Amin (VIII) bildete 
sich in geringer Menge ein Nebenprodukt wit typischen Indikatoreigenschaften ; 
es ist in alkalischem Medium blau und in saurem rot gefirbt. 

**) Das Nitroderivat (VII) wurde von ihm durch Kondensation von 
Hydrochinon-monomethyl-ither mit p-Chlor-nitro-benzol bei Gegenwart von 
KOH und Kupferbronze erhalten (4 Stunden erhitzen auf 150° im Wasser- 
stoffstrom), das Amin (VIII) durch Reduktion des Nitroderivates in essigsaurer 
Lésung mit metallischem Eisen. 

**) Harrington hat diese Siéure erhalten durch Oxydation von 4- 
(4’Methoxy-phenoxy-)benzaldehyd und von 4-(4’ Methoxy-phenoxy-)toluol, ferner 
beim Abbau von Desjodo-Thyroxin. 
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Die Abspaltung der Methoxylgruppe erfolgte durch Kochen 
mit starker Jodwasserstoffsiure, die Reinigung des Thyronamins 
durch Sublimation im Vakuum bei 1—2mm Druck. Das Thyron- 
amin fairbt Millonsches Reagens intensiv rot. Die beim Subli- 
mieren erhaltenen weiBen Krystalle schmelzen bei 136°; durch 
Umkrystallisieren aus Benzol konnte der Schmelzpunkt auf 136,5° 
erhéht werden. 

Samtliche Schmelzpunktbestimmungen wurden im elektrischen 
Mikroschmelzpunktapparat nach L. Kofler und H. Hilbck’) ge- 
macht. Die Chlorhydrate von 4-(4’ Methoxy-phenoxy)-anilin und von 
Methoxy-thyronamin zeigten hierbei infolge Abdissoziierens von 
HCl Zersetzung; ihr Schmelzpunkt wurde daher im Réhrchen 
bestimmt. 

Untersuchungen iiber die physiologische Wirksamkeit des 
Thyronamins sind im Gange. 

Herrn Professor Dr. M. Henze, der die Anregung zu dieser 
Arbeit gegeben und sie weitgehendst geférdert hat, méchte ich an 
dieser Stelle meinen ergebensten Dank aussprechen. 


Experimenteller Teil. 

4-(4’ Methoxy-phenoxy)-benzaldehyd. 

(aus 4-Methoxy-dipheny]-ather.) 

20 g 4-Methoxy-diphenyl-ather, 60 g wasserfreies Benzol und 

25 g Zinkcyanid wurden in ein Pulverglas gegeben, das mit Gas. 
einleitungsrohr, Riihrwerk mit Hg-Dichtung, Einwurfsrohr und 
RiickfluBkiihler versehen war. Nach einstiindigem Einleiten von 
trockener Salzsiure unter Riihren und Kiihlen mit Eiswasser 
wurden 22 g fein gepulvertes AlCl, zugegeben und noch 3?/, Stunden 
auf 40—50° erwirmt. Man 1laBt iiber Nacht stehen, gieBt auf 
Eis, destilliert das Benzol ab und kocht etwa ‘/, Stunde am 
RiickfluB, Nach Aufnehmen des Ols mit Ather wurde der Aldehyd 
iiber die Bisulfitverbindung isoliert. Aus der atherischen Lésung 
konnte unveraindertes Ausgangsmaterial zuriickgewonnen werden 
Ausbeute an Bisulfitverbindung: wechselnd; durchschnittlich 50°), 
der Theorie, zuweilen auch 80—95°/,; bei der Zersetzung der 
Bisulfitverbindung wurde neben dem festen Aldehyd ein déliger Be- 
standteil erhalten, wodurch die Ausbeute betrichtlich geschmiilert 
wurde; ob es sich um einen eventuellen Eintritt der Aldehyd- 
gruppe in Ortho-Stellung zur 4-Methoxy-phenoxy-gruppe handelt, 
ist vorlaufig nicht entschieden worden. 320 g Bisulfitverbindung 
gaben 79 g reinen Aldehyd. Schmelzp.: 59,5° (Harington: 60,5°). 
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4-(4’Methoxy-phenoxy)-nitrobenzol. 
Aquimolekulare Mengen von p-Brom-nitrobenzol, Hydrochinon- 
monomethyl-ather vnd KOH wurden mit 0,1 g Kupferbronze 
2 Stunden im Olbad auf 180° erhitzt. Das Reaktionsgemisch 
wurde der Wasserdampfdestillation unterworfen, das im Kolben 
zuriickbleibende Pulver filtriert und aus Alkohol umkristallisiert; 
gelbe Blittchen, leicht léslich in Ather, léslich in Alkohol, Aceton, 
Benzol und Kisessig, fast unléslich in Petrolather. Schmelzp. 110 
bis 111°. (Oesterlin: 111—112°). Ausbeute: 46°/, der Theorie. 

3,670 mg Substanz gaben 0,1965 ccm N (718 mm, 18%), 

C,,H,,O,N Ber. 5,719, N Gef. 5,93°/, N. 
4-(4'Methoxy-phenoxy)-anilin. 

15 g 4-(4’Methoxy-phenoxy)-nitrobenzol wurden im Laufe einer 
halben Stunde in eine heiBe Lésung von 37,5 g geschmolzenem 
Zinnchloriir in 250 ccm Alkohol unter gleichzeitigem Durchleiten 
von Salzsiiure eingetragen; nach einstiindigem Erwairmen wurde 
der Alkohol im Vakuum verdampft, der Riickstand in Wasser auf- 
genommen, alkalisch gemacht und das freie Amin ausgeithert. 
WeiBe Krystalle, leicht léslich in Aceton und Benzol, léslich in 
Ather und Alkohol, fast unléslich in Petrolither. Schmelzp. 79°; 
(Oesterlin: 81—82°)*); Ausbeute: 60°/, der Theorie. 

5,978 mg Substanz gaben 0,320 ccm N (713 mm, 22°). 

C,,H,,0,N-HCl Ber. 5,57°/,N Gef. 5,81°/, N. 

Chlorhydrat: Schmelzp. 212°; schwer léslich in verdiinnter HCI. 


4-(4’ Methoxy-phenoxy)-benzoe-sdure-nitril. 

5 g 4-(4Methoxy-phenoxy)-anilin-chlorhydrat in 25 ccm Kis- 
essig suspendiert wurden mit 3,5 ccm Amylnitrit diazotiert. Die 
Kupfercyaniirlésung (55 g KCN in 100 com H,O plus 50 g CuSO, 
in 200 ccm H,O) wurde vor Zugabe der Diazolésung mit 50 ccm 
konz. Ammoniak versetzt. Nach kurzem Erwirmen wurde das 
Nitril filtriert, in Ather gelést und im Vakuum bei 1—2 mm Druck 
destilliert. Die zwischen 140—160° Badtemperatur iibergehende 
Fraktion wurde aus Alkohol umkrystallisiert. WeiBe Krystalle, 
leicht léslich in Aceton und Benzol, léslich in Alkohol, Ather 
und Kisessig, fast unléslich in Petrolither. Schmelzp.109° Aus- 
beute 45°/, der Theorie. 

4,510 mg Substanz gaben 0,260 ccm N (705 mm, 22°). 

C,,H,,0.N Ber. 6,22°/, N Gef. 6,19°/, N. 


*) Es gelang uns trotz oftmaligen Umkrystallisierens und Sublimierens 
nicht, den Schmelzpuvkt auf 81—82° zu erhdhen. 
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Synthese des Thyronamins. 


4-(4' Methoxy-phenoxy)-benzaldehyd 
(aus 4-(4’ Methoxy-phenoxy)-benzoesiure-nitril.) 


4g feinpulverisiertes wasserfreies Zinnchloriir wurden in einem 
Pulverglas, das mit Gaseinleitungsrohr, Riithrwerk und Riickflub- 
kithler versehen war, in 25 ccm absolutem Ather suspendiert und 
so lange mit trockenem Salzsiuregas behandelt, bis alles in Lésung 
gegangen war (Bildung von zwei Schichten). Nach Zugabe von 1 g 
4-(4’Methoxy-phenoxy)-benzoesiure-nitril in wenig Chloroform gelést 
wurde noch 1 Stunde Salzsiure unter Riihren durchgeleitet. Nach 
mehrtatigem Stehen im Eiskasten war die Abscheidung des Addi- 
tionsproduktes des Aldimins mit Zinntetrachlorid vollstindig. 
Nach Hydrolyse desselben mit Wasser wurde nahezu schmelzpunkt- 
reiner Aldehyd erhalten. Schmelzp. 60,5°; Mischschmelzpunkt 
mit Aldehyd aus 4-Methoxy-diphenylither 60°. Ausbeute 70°/, 
der Theorie. 

4-(4' Methoxy-phenoxy)-w-nitro-styrol. 


23 g 4-(4’Methoxy-phenoxy)-benzaldehyd und 10 ccm Nitro- 
methan, gelést in 200 ccm absolutem Ather und 100 ccm absolutem 
Alkohol, wurden unter starkem Riihren und Kihlen auf —10° 
mit einer konz. Lésung von 6 g KOH in wenig Alkohol tropfen- 
weise versetzt. Nach einstiindigem Riihren wurde das gebildete 
Kaliumsalz abzentrifugiert, mit Ather gewaschen, in Eiswasser 
gelést und unter Riihren in verdiinnte Salzsiure eingetragen. Das 
gebildete q-Nitrostyrol wurde mit Alkohol gewaschen und aus 
Alkohol umkrystallisiert. Gelbe Krystalle, leicht léslich in Ather, 
Aceton und Benzol, léslich in Alkohol und Eisessig, fast unléslich 
in Petrolaither. Schmelzp. 79° Ausbeute 21°/, der Theorie. 

6,576 mg Sustanz gaben 0,320 cem N (713 mm, 23°), 

C,.H,,0,N. Ber. 5,17, N Ge. 5,26°/, N. 
4-(4’ Methoxy-phenoxy)-phenyl-athylamin. 

5 g 4-(4’ Methoxy-phenoxy)-w-nitro-styrol, vermischt mit 10 g 
feinem Zinkstaub, wurden unter Riihren im Laufe von */, Stunden 
in ein Gemisch von 50 ccm Hisessig und 50 ccm 96°/,igem Alkohol 
eingetragen. Die Temperatur stieg nicht iiber 50° Nach Auf- 
héren der Wasserstoffentwicklung wurde mit Wasser versetzt und 
erschépfend mit Ather extrahiert; die Essigsiiure wurde durch 
Waschen mit verdiinnter Natrium-carbonatlésung entfernt. Aus- 
beute an Rohoxim 4,1 g. Dieses wurde in 40 ccm Eisessig und 
40 com 96°/,igem Alkohol gelist und mit 300 g 3°/,igem Na- 
Amalgam reduziert. Nach Verdiinnen mit Wasser wurde der 
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Riickstand des sauren Atherauszuges, der unveraindertes Oxim 
enthielt, neuerlich mit Na-Amalgam reduziert. Aus dem alka- 
lischen Atherauszug wurde durch Einleiten von Salzsduregas das 
Amin gefallt. WeiBe Krystalle, sehr schwer léslich in verdiinnter 
Salzsiure; Umkrystallisieren aus alkoholischer Salzsiure. Schmelz- 
punkt des Chlorhydrates 221,5°. Ausbeute 35°/, der Theorie. 


5,694 mg Substanz gaben 0,258 ccm N (711 mm, 23°). 


5,829 mg is » 2,858 mg AgCl. 
C,,H,,O,N + HCl Ber. 5,01°/, N 12,69°/, Cl 
Gef. 4,89 ,, 1218 ,,. 


4-(4' Oxy-phenoxy)-phenyl-athylamin. (Thyronamin.) 

0,2 g 4-(4’Methoxy-phenoxy)-phenylathylamin wurden mit 
4¢ Jodwasserstoffsiure D 1,70 (frisch destilliert iber rotem Phos- 
phor) 1 Stunde am RiickfluB unter gleichzeitigem Dariiberleiten 
von Kohlensaure erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde iiber Kalk 
im Vakuum bei gewéhnlicher Temperatur eingedunstet, das Jod- 
wasserstofisalz in wenig Wasser gelést und die freie Base durch 
Ammoniak gefallt. Reinigung durch Sublimation im Vakuum bei 
1—2 mm Druck und Badtemperatur von 105—125° WeiBe 
Krystalle, léslich in Aceton, Ather und Alkohol, schwer léslich 
in Benzol, fast unléslich in Petrolither. Schmelzpunkt nach Um- 
krystallisieren aus Benzol: 136,5°% Ausbeute: 43°/, der Theorie. 


5,708 mg Substanz gaben 0,331 cem N (712 mm, 23%). 


5,308 mg si, 14,315 mg CO,, 3,084 mg H,O. 
C,,H,,0,N Ber. 6,11°/, N 73,369, C —-6,55°/, H 
Gef. 626 , 73,64 , 6,51 ,, 
Molekulargewichtsbest.: 0,17 mg Substanz, 11,65 mg Kampfer, 4: 2,8°. 
Ber. 229 Gef. 208. 
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Uber die Abspaltung von Pentose bei der Muskelarbeit. 
Von 
Gustav Embden und Margarete Lehnartz. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft.) 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1931.) 


In einer kirzlich verdffentlichten Untersuchung fanden 
G.Embden, J.Hefter und M.Lehnartz) einen charakte- 
ristischen Unterschied im chemischen Verhalten von Frosch- 
gastrocnemien, die durch einfaches Versenken in fliissige Luft ent- 
weder in unbelastetem oder in maBig belastetem Zustand zur Kontrak- 
tion gebracht worden waren, wobei naturgem&B die belasteten 
Muskeln mehr Arbeit leisteten als die unbelasteten. 

Bei vergleichenden Bestimmungen verschiedener Phosphor- 
siurefraktionen zeigte sich nun, daB zwar der Gehalt an Ortho- 
phosphorséure”) bald in den belasteten, bald in den unbelasteten 
Muskeln tiberwog, da8 aber kurzdauernde Hydrolyse bei saurer 
Reaktion, wie sie zur Bestimmung der Pyrophosphorsaéurefraktion 
verwandt wird, fast ausnahmslos wesentlich héhere Werte an den 
belasteten Muskeln ergab. Beinahe immer entsprach dem hdheren 
Gehalt der belasteten Muskeln an Phosphorséure nach kurz- 
dauernder Hydrolyse auch ein Mehrgehalt an Pyrophosphorsaure. 

Unter der Voraussetzung, daB der héhere Gehalt des mehr 
Arbeit leistenden Muskels an leicht hydrolysierbarer Phosphor- 
sdure Ausdruck der Verstérkung eines an sich fiir die Kontraktion 
charakteristischen Prozesses ist, gelangten wir zu der Annahme, 
daB im Kontraktionsmoment eine Abspaltung von Orthophosphor- 
sure aus einer schwer hydrolysierbaren Verbindung erfolgt, und 
daB diese abgespaltene Orthophosphorsiure sofort in Pyrophosphor- 
sdure oder in den Pyrophosphorséiurekomplex der Adenosin- 
triphosphorséure umgewandelt wird. 

Aus welcher Phosphorséureverbindung bei der Kontraktion 
diese Orthophosphorséure gebildet wird, vermochten wir nicht fest- 
zustellen. Doch konnten wir die Hexosemonophosphorsiure, das 


1) Diese Z. 187, 53 (1930). 

2) Die Bestimmung der Orthophosphorsiure erfolgte stets unter Be- 
dingungen, die zu vdélliger Spaltung des Phosphokreatins fiihrten. Die 
Phosphokreatinphosphorsiure wurde also immer mitbestimmt. 
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Lactacidogen, als Muttersubstanz ausschlieBen, da der Lacta- 
cidogengehalt in den belasteten und unbelasteten Muskeln iiberall 
der gleiche, von der Belastung also unabhangig war.?) 

Schon damals in Angriff gnommene Untersuchungen machten 
es uns aber wahrscheinlich, daB im Kontraktionsmoment eine 
Abspaltung von Orthophosphorséure aus dem Muskeladenylsaure- 
komplex oder dem Inosinséiurekomplex erfolgt, daB also bei der 
Kontraktion nicht nur eine Abspaltung von Ammoniak aus der 
Aminogruppe der Adenylséiure, sondern auch eine Trennung der 
Verbindung zwischen Pentose und Phosphorsaure eintritt. Bei dieser 
Trennung mu8 Pentose und Purin oder Pentose-Purin freiwerden. 

In neuen Untersuchungen konnten wir den Beweis dafiir 
erbringen, daB bei der Muskelarbeit Purin wie auch Pentose aus 
ihrer Nucleotidbindung abgespalten werden. Die vorliegende 
Untersuchung beschaftigt sich nur mit der Abspaltung von Pen- 
tose bei der Muskelkontraktion. 


Methodisches. 


Samtliche Versuche wurden an den Gastrocnemien frischer Temporarien 
angestellt. Die Muskulatur wurde in einem Teil der Versuche durch Zer- 
schneiden mit der Schere auf der eisgekiihlten Glasplatte, in einem anderen 
Teil durch ZerstoBen des nach dem Gefrieren der Muskeln in fliissiger Luft 
gewonnenen Pulvers in 6fters beschriebener Weise zerkleinert. Zu jedem 
einzelnen Versuch wurden die Muskeln mehrerer Frésche verwandt, wie es 
aus den Tabellen ersichtlich ist. Die zu jedem Ansatz benutzte Muskelmenge 
betrug 2—4 g, die Fallungsfliissigkeit 10 ccm oder 15 ccm. 

Muskelbrei oder Muskelpulver wurden in GefaiBe, die mit genau ge- 
messenen Mengen der Fiallungsfliissigkeit vorgewogen waren, eingebracht, 
und die Muskelmenge durch eine zweite analytische Wagung bestimmt. Die 
Fallungsfliissigkeit wurde durch Auflésen von 5°/, Trichloressigsaiure in 1°/,iger 
Salzsaure hergestellt. Die Fallungen blieben iiber Nacht stehen, und die am 
nachsten Tag durch Zentrifugieren erhaltenen klaren Flissigkeiten wurden 
ebenso wie bei der neuerlich fiir die Lactacidogenbestimmung beschriebenen 
Methode mit Magnesia usta bis zur alkalischen Reaktion versetzt. Auch die 
weitere Verarbeitung entsprach zunachst ganz dem Verfahren bei der Lacta- 
cidogenbestimmung, d. h. es wurden gemessene Mengen — bei Verwendung 
von 10 ccm der Fallungsfliissigkeit 6 ccm, bei Verwendung von 15 ccm 

1) DaB entgegen der von mehreren Seiten neuerlich geéuBerten An- 
schauung die seit langer Zeit von uns angenommene Abspaltung von Phos- 
phorsiure aus Lactacidogen bei der Kontraktion tatsachlich stattfindet, 
geht aus einer demnachst in dieser Zeitschrift zu verdffentlichenden Arbeit 
von Embden u. Jost hervor. Siehe auch Embden, Vortrag auf dem 
Internationalen KongreB fir Biologie in Montevideo 1930 (Archivos de la 
Sociedad de Biologia de Montevideo, Supplemento. Fasc. II, pags. 267 


bis 269 1931). 
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Fallungsfliissigkeit 10 com — des klaren Abgusses von der Magnesiafillung 
in der von Embden und Jost beschriebenen Weise!) mit ammoniumchlorid- 
haltigem ammoniakalischem Alkohol und absolutem Alkohol gefallt. Die 
Fallung wurde nach 2stiindigem Aufenthalt im Eisschrank scharf abzentri- 
fugiert. 

Zur weiteren Verarbeitung diente nicht — wie bei der Lactacidogen- 
bestimmung — der Niederschlag, sondern die klare iiberstehende Fliissigkeit. 
Zur Vervollstandigung der Extraktion wurde der Niederschlag mit 2 ccm 
Wasser aufgeschwemmt und nochmals im gleichen Verhiltnis wie der erste 
AbguB von der Magnesiafallung mit ammoniakalischem und absolutem Alkohol 
ausgefallt. Die nach 2stiindigem Stehen im Eisschrank durch Zentrifugieren 
erhaltene klare Fliissigkeit wurde mit dem nach der 1. Ausfillung ge- 
wonnenen alkoholischen Extrakt vereinigt. Diese alkoholischen Extrakte 
sind nicht nur frei von anorganischer Phosphorsaure, sondern enthalten auch 
organische Phosphorsaiureverbindungen nur in minimaler Menge, derart, daB 
nach der Veraschung auch mit dem iiberaus empfindlichen Strychnin- 
Molybdaénséurereagens unter den von uns gewahlten Bedingungen keine 
flockige Fallung von Strychninphosphomolybdat, sondern nur eine Opale- 
scenz eintrat. Die weitere Verarbeitung der Fliissigkeiten erfolgte durch Ein- 
engen in kleinen, langhalsigen Vakuumkolben bis zur vollstandigen Verjagung 
des Wassers, woran sich die Trocknung im Vakuumexsiccator tiber konzen- 
trierter Schwefelsaure bis zur Konstanz anschloB. 

Den so gewonnenen Riickstand lésten wir in 2 ccm Wasser. Von der 
leicht getriibten Lésung wurde ein wiederum genau gemessener Anteil — 
1,9 ccm — mit 0,5 ccm einer 20°/,igen Aufschwemmung von PreBhefe fiir 
2 Stunden im Wasserbad von 27° zur Garung angesetzt. Die Garkélbchen 
waren mit einem mit konzentrierter Schwefelsiure beschickten Meis|] ventil 
unter Einhaltung der iiblichen VorsichtsmaBnahmen versehen. Sie wurden 
vor und nach der Garung gewogen, so daB die Menge der bei der Garung ent- 
wichenen Kohlensaure festgestellt werden konnte. Sie lag meist unter 3 mg. 

Eine gleiche Menge der Hefeaufschwemmung, die in gleicher Weise wie 
im Hauptversuch verdiinnt war, blieb gleich lange wie dieser Hauptversuch, 
im Wasserbad; sie diente als Kontrolle. Des 6fteren stellten wir fest, daB 
diese Kontrolle im Gegensatz zum Hauptversuch nach der 2stiindigen Auf- 
bewahrung bei 27° keinen merklichen Gewichtsverlust zeigte, andererseits 
iiberzeugten wir uns davon, daB die in der gleichen Weise wie die Versuchs- 
fliissigkeit verarbeitete Kontrollfliissigkeit an der Hand der von uns benutzten 
Reaktion keinen oder doch keinen deutlichen Pentosegehalt erkennen lieB. 

Nach der Vergarung wurden die Fliissigkeiten durch Zusatz von zwei 
Tropfen kolloidaler Eisenoxydlésung unter starkem Schiitteln von der Hefe 
befreit. Die durch Zentrifugieren erhaltene Fliissigkeit war véllig klar und 
ungefarbt. Ein méglichst groBer gemessener aliquoter Anteil — 1,8—1,9 ccm — 
diente zur Anstellung der Orcinreaktion, deren Empfindlichkeit gesteigert 
wurde durch Hinzufiigen von 2 Tropfen einer Eisenchloridlésung, die in allen 
spateren Versuchen durch Verdiinnung des offizinellen Liquor ferri sesqui- 
chlorati im Verhaltnis 0,3:100 hergestellt war. 

Die zu untersuchenden Fliissigkeiten wurden mit dem gleichen Volumen 
reiner Salzséure vom spezifischen Gewicht 1,19 und 0,05 g Orcin versetzt, 








1) Diese Z. 179, 31ff. (1928). 
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alsdann im mit Korkstopfen nicht ganz dicht verschlossenen Reagenzglas fiir 
5 Min. in ein siedendes Wasserbad verbracht, wobei stets Griinfarbung auftrat. 

Der entstandene griine Farbstoff wurde nach dem Abkiihlen mit ge- 
messenen Mengen reinen Amylalkohols') extrahiert, die amylalkoholischen 
Extrakte dienten zum kolorimetrischen Vergleich. 

In einigen Vorversuchen ohne Garung gelang es uns nicht, rein griine 
amylalkoholische Extrakte zu erhalten, dies war nach der Vorbehandlung 
mit Hefe stets der Fall. Schwierigkeiten bot die Gewinnung einer geeigneten 
Testlésung fiir die Colorimetrie, die in den meisten Versuchen unter Ver- 
wendung des Authenriethschen Colorimeters durchgefiihrt wurde. Wir 
haben uns damit begniigt, die Griinfarbung der schlieBlich gewonnenen amy]- 
alkoholischen Extrakte mit derjenigen einer Farbstofflésung zu vergleichen, 
die in ahnlicher Weise wie in den Hauptversuchen durch Anstellen der Orcin- 
reaktion an Pentose oder an Carnin gewonnen und in geeignetem MaBe mit 
Amylalkohol verdiinnt war. Diese fiir jeden Versuch besonders hergestellte 
Testlésung wurde zur Fiillung des Keils verwandt. 

Es handelt sich bei unseren Versuchen also nicht um eine quantitative 
Pentosebestimmung, sondern nur um den colorimetrischen Vergleich der 
-beiderseits erhaltenen Orcinreaktionen. 


Versuchsergebnisse. 

In einer Reihe von 6 Kontrollversuchen, in denen wir die 
beiderseitigen Gastrocnemien von Temporarien ohne vorherige 
Reizung miteimander verglichen, erhielten wir am SchluB des 
Versuches annihernd gleich stark gefarbte Losungen. 


























Tabelle IL 
1 Lae cats ee 
Ver- | Anzahl | (Colorimeterablesung fiir 
suchs-| Datum der : ae 
Nr. | Frésche | Muskel A 4 | Muskel B er 
1 11. I. 30 6 70 25 fliissige Luft 
2 11. I. 30 6 20 10 m 
3 13. I. 30 6 58 21 Zerschneiden 
4 13. I. 30 6 50 18 m 
5 13. I. 30 6 62 30 re 
6 17. I. 30 6 24 12 fliissige Luft 
7 17. I. 30 6 62 | 32 * 











In Tab. I findet sich das Ergebnis von 7 Versuchen, in denen 
der Muskel A ungereizt, der Muskel B nach direkter Reizung 
unter Belastung mit 25 g bis zur voélligen Ermiidung zur Unter- 
suchung kam. Der Rollenabstand wurde im Laufe des Reiz- 
versuches bis auf 0 verringert, die durch Offnungsinduktions- 





1) Auf die véllige Reinheit des ee cece ist nach unseren [r- 
fahrungen besonderer Wert zu legen. 














‘las fiir 
wuftrat. 
nit ge. 
lischen 


. griine 
ndlung 
gneten 
r Ver. 

Wir 
amyl- 
eichen, 
Orcin- 
Be mit 
stellte 


itative 


h der 


r die 
lerige 


} des 


enen 
mung 
iter: 
e1Z- 
Ons- 


Er- 











Uber die Abspaltung von Pentose bei der Muskelarbeit. 153 


schlige gesetzten Reize erfolgten in Abstainden von 1 Sekunde, 
die Reizdauer bis zur Erschépfung betrug 15—380 Minuten. Die 
Vorbereitung der Muskeln fiir die chemische Verarbeitung geschah 
zum Teil durch Zerfrieren in fliissiger Luft, zum Teil auf der eis- 
gekiihlten Glasplatte, wie im einzelnen aus der Reihe 8 hervorgeht. 

Man sieht, daB bei der-Verwendung der gleichen Testlésung 
die im Authenriethschen Colorimeter abgelesenen Zahlen fiir 
die ungereizten Muskeln iiberall weit hdher als fiir die gereizten 
Muskeln waren. Die Pentosereaktion in den Extrakten aus den 
gereizten Muskeln war also ausnahmslos erheblich stirker als in 
jenen aus den ungereizten. Die Unterschiede waren iibrigens so 
gro8, daB sie schon bei und nach der Erwaérmung der Extrakte 
mit Salzséure und Orcin ohne weiteres in die Augen fielen. 

Da fir jeden Versuch ein besonderer Test verwandt wurde, 
sind natiirlich nur die an den beiderseitigen Muskeln des gleichen 
Versuches gewonnenen Ergebnisse, nicht aber die Resultate der 
verschiedenen Versuche miteinander vergleichbar. 

In einer kirzlich veréffentlichten Arbeit stellten wir fest, 
daB die nach Reizung mit 60 Kinzelinduktionsschligen pro Minute 
bei gleichbleibendem, von vornherein gerade maximal wirksamem 
Rollenabstand auftretende Verminderung der Pyrophosphorsaure- 
fraktion von einem weitgehenden Wiederaufbau der Pyrophosphor- 
sdure wahrend 2stiindiger Erholung in Sauerstoff gefolgt ist.*) 


























Tabelle II. 
1 | 2 | 3 
, a Re 
Ver- Anzahl Colorimeterablesung fiir Unterbrechung 
suchs- Datum der poo 
Nr. Frésche | Muskel A | Muskel B _ 
8 14. II. 30 6 60 10 Zerschneiden 
9 14. II. 30 6 63 15 ” 
10 19. II. 30 5 52 12 9 
11 19. II. 30 5 60 | 18 99 
12 19. II. 30 5 54 | 20 99 
13 25. II. 30 6 60 14 ” 
14 25. II. 30 6 58 26 9 














In den Versuchen 8—12 der Tab. II wurden die Muskeln in 
ahnlich schonender Weise — wieder unter Belastung mit 25 g — 
gereizt, d.h. bei gleichbleibendem Rollenabstand bis zur sicht- 
baren Ermiidung. Die Reizdauer betrug hierbei 15 Minuten. In 


1) G. Embden, J. Hefter u. M. Lehnartz, Diese Z. 187, 56 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCI. 11 
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den Versuchen 13 und 14 wurde dagegen bis zur volligen Er- 
schépfung unter Verringerung des Rollenabstandes auf 0 gereizt. 
Die Zerkleinerung der Muskulatur erfolgte mit der Schere. 

Die Versuchsergebnisse sind auch hier ganz einheitlich. 
Uberall trat wiahrend des 2stiindigen Aufenthaltes in Sauerstoff 
eine starke Vermehrung der bei Anwendung des oben beschriebenen 
Verfahrens in ammoniakalischem Alkohol léslichen Pentose ein, auch 
in jenen Versuchen, in denen die Reizung so schonend war, daB die 
Annahme berechtigt erscheint, daB gleichzeitig mit der vermehrten 
Abspaltung von Pentose ein Wiederaufbau von Pyrophosphorséure 
erfolgte. 

Hiernach ist also die Pentoseabspaltung bei der Reizung 
sicherlich ein weniger leicht reversibler Vorgang als die Verminde- 
rung der ,,Pyrophosphorsaure‘. 

Wir erwahnten bereits, daB nach friiheren Feststellungen von 
Embden, Hefter und M. Lehnartz belastete Muskeln, die durch 
einfaches Kintauchen in fliissige Luft zur Kontraktion gebracht 
werden, sich von gleichartig behandelten unbelasteten Muskeln durch 
einen héheren Gehalt an Pyrophosphorsdéure unterscheiden. 


Tabelle III. 
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Die Versuche 15—22 der Tab. III wurden in gleicher Weise 
angestellt und hierbei zum Teil nur die Starke der Pentosereaktionen 
an den Extrakten aus den belasteten und unbelasteten Muskeln, 
zum Teil auch ihr Ortho- und Pyrophosphorsiuregehalt verglichen ; 
die belasteten Muskeln (B) trugen je nach ihrer GréBe beim Ein- 
tauchen in flissige Luft ein Gewicht von 25 g oder 50 g. 

Man sieht beim Vergleich der Kolonnen 2a und 38a, dab 
iiberall im belasteten Muskel die Pentosereaktion weit stirker als 
im unbelasteten Muskel war. Fiir die Versuche 19 und 20 ist in 
den Kolonnen 2c und 3c der Gehalt des unbelasteten und des 
belasteten Muskels an ,,Pyrophosphorséure‘‘!) (als H,PO, berechnet) 
angegeben, ebenso auch fiir die Versuche 23 und 24, die in ahnlicher 
Weise wie die Versuche 15—22 angestellt wurden. Die Anordnung 
unterschied sich bei den letzten Versuchen der Tabelle (Versuch 23 
bis 26) nur dadurch von jener der iibrigen, da8 die Kontraktion 
der belasteten Muskeln durch eine gleichzeitig mit dem Hintauchen 
in fliissige Luft erfolgende faradische Reizung verstirkt wurde. 

Man sieht, da8 wberall der Pyrophosphorsiuregehalt in den 
belasteten hdher als in den unbelasteten gefunden wurde, wobei 
der Unterschied nur einmal (Versuch 23) innerhalb der Fehlergrenze 
der Bestimmung liegt. Dieses Ergebnis der Pyrophosphorsaure- 
bestimmungen bildet eine Bestitigung der von Embden, Hefter 
und M. Lehnartz erhaltenen Resultate, und es ergibt sich dariiber 
hinaus, daB der belastete Muskel nicht nur mehr Pyrophosphor- 
siure, sondern auch mehr in ammoniakalischem Alkohol unter den 
von uns gewahlten Versuchsbedingungen ldésliche Pentose enthalt. 

AuBer den im Voranstehenden geschilderten nahmen wir 
einige weitere Versuche vor, in denen wir den absoluten Gehalt 
unserer Endlésungen an Pentose dadurch zu ermitteln versuchten, 
da8 wir sie colorimetrisch mit der an einer bekannten Pentose- 
menge unter den gleichen Bedingungen angestellten Orcinreaktion 
verglichen.?) Wenngleich der auf diese Weise erreichbare Ge- 
nauigkeitsgrad der Bestimmung sicher unbefriedigend war, so geht 
doch aus diesen Versuchen hervor, daB der Gehalt unserer Muskel- 
extrakte an Pentose auch bei starkem Ausfall der Reaktion nur ge- 
ring war; er lag in den wenigen, untersuchten Fallen fiir den 
ermiideten Muskel in der Nahe von 1 mg pro 100 g Muskulatur. 





1) Die Pyrophosphorsaurebestimmung erfolgte in der gleichen Weise wie 
in der mehrfach erwahnten Arbeit von Embden, Hefter und M. Lehnartz. 
2) Wir verwendeten hierfiir die neueste Form des Colorimeters von 
Leitz, unter Benutzung der Trége fiir die Mikrobestimmung. 
11* 
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Die unter verschiedenen biologischen Verhaltnissen gefundenen 
Unterschiede sind demnach bei weitem nicht ausreichend, um eine 
Erklarung z. B. fiir den Mehrgehalt des belasteten Muskels an 
Phosphorsiure nach kurzdauernder Hydrolyse zu erméglichen, 
denn dieser Mehrgehalt betrigt oft mehrere Zentigramm pro 100 ¢ 
Muskulatur. 

Unabhangig davon scheint aber nach unseren Befunden die 
Pentoseabspaltung zu den essentiellen Begleiterscheinungen der 
Muskelarbeit zu gehoren. 


Zusammenfassung. 

1. An der Hand einer im einzelnen beschriebenen Methode 
konnte festgestellt werden, daB die beiderseitigen, im frischen 
Zustand verarbeiteten Gastrocnemien von ‘T'emporarien nach 
bestimmter Vorbereitung einen annihernd gleichen Gehalt an in 
ammoniakalischem Alkohol léslicher Pentose zeigten. 

2. Wurden die Muskeln der einen Seite bis zur volligen 
Erschépfung gereizt, so ergab der Vergleich mit der frischen 
Muskulatur der anderen Seite, da8 die Reizung zu einer starken 
Zunahme der ,,alkoholléslichen’’ Pentose gefiihrt hatte. 

3. Wurden beide Muskeln zunichst im gleichen Stromkreis 
und bei gleichbleibendem Rollenabstand schonend gereizt, und 
alsdann der eine Muskel (Muskel A) sofort, der andere (Muskel B) 
nach 2stiindiger Erholung in Sauerstoff untersucht, so ergab sich 
regelmiBig ein Mehrgehalt des langere Zeit aufbewahrten Muskels 
an Pentose, auch dann, wenn die Reizung unter Bedingungen er- 
folgte, unter denen nach unseren friiheren Erfahrungen wahrend der 
Erholung regelmaéBig Wiederaufbau der Pyrophosphorsaure eintritt. 

4. Wurden die Gastrocnemien der einen Seite in unbelastetem, 
die der anderen Seite in maiBig belastetem Zustand durch Kin- 
tauchen in fliissige Luft zur Kontraktion gebracht, so enthielt 
der belastete Muskel regelma8ig mehr ,,alkohollésliche Pentose, 
ebenso wie er nach friiheren, in der vorliegenden Arbeit bestatigten 
Untersuchungen reicher an der Pyrophosphorsiéurefraktion ist. 

Beides war auch der Fall, wenn die Kontraktion des _ be- 
lasteten Muskels durch gleichzeitig mit dem Eintauchen in fliissige 
Luft vorgenommene faradische Reizung verstaérkt wurde. 

Die Vermehrung des Gehaltes an ,,alkoholléslicher** Pentose 
unter verschiedenen, soeben geschilderten biologischen Bedingungen 
diirfte als Ausdruck der Spaltung der Esterbindung zwischen 
Pentose und Phosphorséure anzusehen sein. 
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Uber den Lipoidgehalt bisartiger Geschwiilste. 


Von 


R. Bierich, A. Detzel und A. Lang. 


(Aus dem Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1931.) 
* 


Wir berichten hier zusammenfassend tiber Bestimmungen der 
Phosphorlipoide, des Gesamtcholesterins und der Cholesterinester, 
die wir — vom Sommer 1929 bis Sommer 1931 — an 64 mensch- 
lichen Tumoren (53 bésartigen, 11 gutartigen) und 27 menschlichen 
normalen Geweben ausgefiihrt haben. 

Als normale menschliche Gewebe dienten dabei die histo- 
logisch krebsfreien Gewebe aus der weiteren Umgebung des Tumors 
(Tab. IV); auBerdem wurden die gleichen Bestimmungen an Organ- 
geweben von gesunden Tieren ausgefiihrt (Tab. V). 

Von allen Geweben, an denen diese chemischen Bestimmungen 
gemacht sind, wurden histologische Priparate angefertigt, mit 
deren Hilfe wir feststellten, ob das untersuchte Gewebe gut- oder 
bésartig und ob es reich oder arm an epithelialen Zellen war. 
Da eine zuverlassige Aussage hieriiber fiir die Beurteilung der 
Lipoidkonzentration im untersuchten Gewebe nétig war, haben 
wir regelmaBig das Material fiir die histologischen Priparate ver- 
schiedenen Stellen des zu untersuchenden Gewebes entnommen. 

Um ein Urteil iiber den Fett- und Wassergehalt des Gewebes 
zu bekommen, wurde in einigen Fillen ihr Gehalt an Gesamt- 
fettsiuren und Trockensubstanz bestimmt. 

Die Phosphorlipoide und die Gesamtfettsiuren wurden nach 
der Originalmethode von Bloor!) bestimmt. Diese diente ur- 
spriinglich auch zur Ermittlung des Cholesterin- und Cholesterin- 
estergehaltes der Gewebe. 





1) W.R. Bloor, J. of biol. Chem. 77, 53 (1928); 82, 273 (1929). 
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Ein Ubelstand dieser Bestimmungen ergab sich bei besonders 
fettreichen Geschwulstgeweben (Mamma-Ca), die infolge der An- 
wesenheit ungesattigter Fettsiuren eine gelbbraune Farbung der 
Liebermann-Burchardschen Reaktion zeigten, wodurch eine 
Ablesung im Hellige-Colorimeter entweder unmdglich gemacht 
oder doch ein zu hoher Cholesteringehalt vorgetauscht wurde. 
Diesem Ubelstand konnte durch unsere im methodischen Absatz 
mitgeteilte Modifikation der Bloorschen Methode und durch Ab- 
lesung der Werte im Zeissschen Stufenphotometer abgeholfen 
werden. 

Ein wichtiger Vorteil des Stufenphotometers vor dem Hellige- 
Colorimeter besteht fir diese Untersuchungen darin, daB man 
mit ihm stérende Fremdfarben ausschalten kann und daB man 
einen gréBeren MeBbereich zur Verfiigung hat. 

Bei Benutzung des Stufenphotometers konnte auBerdem zu 
dem einfacheren Verfahren der Cholesterinextraktion nach Bloor 
zuriickgekehrt werden. 

Fiir unsere Untersuchungen wurde ausschlieBlich durch Ope- 
ration gewonnenes menschliches Gewebe benutzt, das spitestens 
nach 3 Stunden (nach Bloor) fixiert war. Wir erwahnen dies 
ausdriicklich, weil der Gehalt von Rattentumoren an verestertem 














Cholesterin (Tab. I) — offenbar infolge Anwesenheit einer Este- 
rase!) — mit der Zeit spontan abnimmt. 
Tabelle I. 
Ges. Chol, | Chol.-Ester °/, 1 a 
. | Temp.C°]} Zeit h aaral k = — log ——_ 
Nr. | Temp ei mg-°/, cape | - 7 log Oe 
0,37 248 11,43 
116] 35,5 3,12 245 10,00 {1,6 0,0213 
5,88 249 8,72 
20,0 5,10 245 10,50 0,0088 
0,77 259 17,90 
117 37,0 5,00 263 14,22 | 1898 0,0225 
10,00 258 11,12 
20,0 9,00 256 16,10 0,0064 




















Der Anfangswert a (Tab. I) lieB sich gut durch die Formel fiir eine 
monomolekulare Reaktion k = “Jog a/a — x darstellen. Berechnet 


man dann die nach der Zeit ¢* zerfallene Menge Cholesterinester 
xz =a (1—10-*t) auf Grund der oben angefihrten Zahlen mit 


1) R. E. Shope, J. of biol. Chem. 80, 127 (1928). 
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hoo = 0,008 und ¢ = 34, so erhalt man x = 0,054. In der Zeit 
von 8Stunden sind also 5,4°/, der urspriinglich vorhandenen Ge- 
samtmenge an Cholesterinester zerfallen. Da sich aus der nach- 
stehenden Tab. II ergibt, daB der durchschnittliche Cholesterinester- 
wert von Krebsgewebe 24°/, betrigt, so ist dieser Wert um 1°/, 
zu erhoéhen. 

Die in den nachfolgenden Tabellen mitgeteilten Werte be- 
ziehen sich auf Frischgewicht. 

Aus den Tabb. II, III, IV, V ergibt sich, daB die Phosphor- 
lipoid-, Gesamtcholesterin- und vor allem die Cholesterinesterwerte 
von Krebsgeweben im allgemeinen héher sind als die Werte der 
angrenzenden normalen Gewebe. 

Eine Ausnahme bilden die Magenkrebse, bei denen Geschwulst 
und normale Magenschleimhaut fiir Phosphorlipoide und Gesamt- 
cholesterin gleich hohe Werte haben, wahrend der prozentuale 
Anteil der Cholesterinester am Gesamtcholesterin in der normalen 
Magenschleimhaut ebenso wie im Muskel wesentlich niedriger 
als im Tumor ist. Gutartige Tumoren haben einen auffallend 
niedrigen Gehalt an Phosphorlipoid und nach unseren bisherigen 
Erfahrungen auch an Gesamtcholesterin. Der Anteil der Cholesterin- 
ester am Gesamtcholesterin ist aber bei den gutartigen Geschwiilsten 
fast ebenso hoch wie bei den bésartigen. 

Trotz aller Sorgfalt bei den Bestimmungen reicht unsere 
Methode offenbar fiir die Falle 245, 246, 268, 265 nicht aus. So 
wurde z. B. im Fall 265 histologisch Krebs festgestellt, durch die 
chemische Untersuchung aber Lipoidwerte erhalten, die fiir krebs- 
freie Gewebe charakteristisch sind; im Falle 246 wurde anderer- 
seits an den histologisch untersuchten Teilen des Gewebes kein 
Krebs gefunden, an den chemisch untersuchten Teilen, dagegen 
ein fiir Krebs charakteristischer Befund erhoben. Das Material, 
an dem unsere Bestimmungen ausgefiihrt sind, ist hiernach nicht 
immer definiert. 

Da wir feststellen miissen, daB der Gehalt der Gewebe an 
Geschwulstzellen mit der Zelldichte, dem Wassergehalt u. a. Fak- 
toren variiert, haben wir die Beziehungen der einzelnen Lipoide 
untereinander untersucht, um Aussagen zu erhalten, die von diesen 
Variablen unabhiangig sind. 

Besonders charakteristisch erschien uns von diesen Beziehungen 
das Verhiltnis von Phosphorlipoid zu Cholesterinester. Dieses 
betrigt im Durchschnitt fir Mammamuskel 97,4, Magenschleim- 
haut 60,8, bésartige Tumoren 20,95, gutartige Tumoren 18,56. 








wa? 


— aS 


34 bb 






































pt 61 sé , ” wade 
ISBsl 696 veer — Ses 
9ST Ost €L9 BO-uese yy ZEZ 
IFT 9°08 9°19 12 ILL ” SIs 
82'SZ Zo LT C2‘6S OLI 189 ° 21g 
Z0'TT ¥'9S 686 ZLS 0601 " £08 
L¢‘FI +S 0°69 C62 900T " Z0E 
Sg‘FT GIs $69 022 Osot , 862 
02‘ZS g‘1Z C6‘8E SSI POZI . 16Z 
8 So'L ‘SI ‘9g 002 992 . 682 
3 ST‘Ol 168 L‘ZsI 608 SPST , 18Z 
- gc‘sl $13 9'FS 00% TPL ” 08% 
< 2s‘O OO8F LTT ‘09 02S 829 i LLZ 
: cg‘sl 1'1Z STS 681 60L - PLZ 
be , Bett OIL | SOFT 8z1 Z8¢ “ E1Z 
" os‘ IF 8‘ZI 8‘FE ZLZ LEI “ ZLB 
° 82'Gs G91 8'ZS SEI 9L¢ . 692 
a 08‘¢z g‘eg Z‘I¢ 202 1zel «“ 192 
< 161 FLE 961 “ 092 
a FSI LCI CLIT 682 8'F9 ILZ 698 « Lez 
— F3'CZ SLT ZLET 861 L‘@¢ 992 Ossl 4 ECZ 
= 99'91 0'cs Ozsl 1‘8z 0'S6 1g¢ 6FSI « ZZ 
“ £8'8 CLT OLII og 8‘Zrl 1LE 1921 $ 0cz 
me CL‘Z1 8°ZZ SPSTT SSI L‘91 IZ1 S1Z a“ 6FZ 
LG‘LZ 0'1zZ O9TT ‘91 2 oP 29% E9IT * L¥Z 
$83 9ESIT £08 c69 B) -BMMBY OFZ 
19}89UTI9}82[04H ‘lo “/o-Ba ‘lo ‘ham bots ae 

2 prodyzoydsoygy ii eines j|—— ULI9}Sa[Oyo prodiy SaqeaMoxX) Sop WV ‘IN 

© -UdyIOI], 3397 1948] -yuresex) |-10qdsoyg 











IT 1199BL 









161 


Uber den Lipoidgehalt bésartiger Geschwiilste. 





g‘9I 
£02 
¢‘8I 





809 
C69 
OOTT 


O9LT 
O8CS 
61PF 


ISal 
9ETI 





L6‘$Z 


$23 


2 FF 
9°61 
‘ar 
¢‘ZI 
992 
¥'LZ 
OI 
1‘8z 
1‘cZ 





or‘oL 











WOYIVS[IyUIYIs.I19GO 


“ “ “ “e 


BO-vUIMePY UOA uesnigg “Soy 


BO sousZoIqgouBIg 
BI)-B}BISOIT 
BO-ueseyy “ “ 
BO -BuUIMBRY esnig “3oy 
B)-UsdB MOA UISsHIG 
B-UdI9IN 
6 
BO -WINnDoyy 
BO-UasElg 
“e 


«ec 


“ 

















ae 


e.-usSew 

































































¥ 16 L& YG UGEG Joa Gt and hited ites 
ae yr oor < m. . — a 
a‘Lit L‘ol cs‘9 *9 aOL a4 LOG 
L‘SOl ltl 13‘9 FP 1L9 m4 29% 
c‘6sT $6 Z0°G ¥¢ 00L ° 092 
19°cZ C16F 9¢ 989 od LoS 
269% ILFZ €8 189 3 ott 
HEFT 99F RS PSL * ZoS 
ZFSS / oF #09 . 0Sz 
86'LZ 6FFS S01 981 a LZ 
x 0‘LZ cF0¢ OZT 969 [oysn_-BuUILY OFZ 
| 
3 
_ "AT P19 VBL 
< 
5 9¢°81 gc'61 coc |_(L 6°02 62°63 q'egT | o‘90¢ 1999101} W1BS94) 
ks 60°F *8I cPr'99 19€ GLE 93841) -BUIWIB 062 
~ co'lF SI'S OF SS OLI $86 * 662 
la 93'L 09°22 | s8‘6s FLI G'G8s IT UL a 
< CL'tg est | og‘oL ctl e‘g9¢ I PL 4 963 
a 1361 LO‘LI 03'FZ LST GF9F “ 263 
2 ee Oct S31 $9 ” 1tZ 
. 168 69% LOLI wo -sn.19}() 9&2 
= ¥‘¢ 80g 133 Sh OZI F83 
= 02'83 ‘Fz O'9T 99 TLS * SLz 
SF's 1'LZ $6 Sol C6E “ 192 
o's LOI OIl olF WOIGI gy -BUIWB 1cZ 
JajsauII9ayse[oyy "lo °/-Sun */o °/9-Su °/o- Su °/o-B un 
™ piodijzoqdsoygq ZUB}Sqns aIngs UlI9}S9[049 prodty S9qeMox) sap WV ‘IN 
= -Wd4I0I J, 97 1938] -yussex) |-10ydsoyg 





























TH Ol? dB 









163 


Uber den Lipoidgehalt bisartiger Geschwiilste. 


O'SFF 
Z'GS 


8‘09 








o LF 
I‘col 
I'L 
8°98 
ad 


9‘9F 


¥'L6 
: ge 


S‘rit 
L‘SOl 


(0‘088) 








ILL 


6‘ZI 


L¢‘93 





€LLI 
SOT 
988T 
L¥OL 





| OCs 














POLIT 9991 
FL‘IT ltl 
6E°L ost 
09'S ELT 
O'LF CGS 
1¥Z 
06 
S9T 
0g‘0z 8'923 
26'SS LIZ 
08‘Ol CZS 
18‘8T SIZ 
IS‘ tI SLT 
oo IP 691 
09‘T 193 
0's 0cZ 
623 
463 
02'S | +69 
oforL OL 
cs‘9 | F9 
Iz°9 — 

















sait | 


66¢T 
cet 
L¥OI 
vL6 
616 
sort 
v9OLT 
896 
6&6 


]9}31uI} UIBSOx) 





Jon], 19}UN IBqQ]a}}1UIUN 
InjJENysnuUussepy AT 
iouIN], WOA 
YoI]}I9s Wd ¢ BAJO 
ANjVnysnwMuUsseyy [I] 
JOWUINT, Jeqn IBq[e}IWIUN 
jNBYUIETYOsueseyY TT] 
“c 
qNequILopyosumnyzooy 
[oysnuraasey gq 
Joysnuisn19} () 


]2}}1UIjUIBS|a4) 








be 


66 


“ 


NVYWII[Yosusseyy 


[9}} UI} UIRSAyy 


ae 











iw 
ise) 
N 





164 R. Bierich, A. Detzel und A. Lang, 





Tabelle V. 
Rattenorgane (Mittelwerte). 
Zahl d. Phosphor-| Gesamt- Fett- 
Art des — ei i Phosphorlipoid 
unters. Sewtie lipoid cholest. siiure | —— 0. Aes. 
i ewebes e iy ai « o, | Cholesterinester 
Fille mg-°/, mg-°/, |mg-"/o) °/o |mg-%o 
3 Hirn 5510 1173 | 11,7 | 1,0 | 4870 700 
2 Muskel 997 61 1,4 | 2,3 961 710 
3 Hoden 1449 136 2,7 2,0 | 1439 530 
4 Niere 2670 289 10,4 8,62] 2510 255 
4 Leber 3158 215 | 16,7 | 1,78 189 
6 Jensensark. 1739 233 32,1 | 18,78] 1520 54 
2 Milz 1605 297 | 33,3 | 11,20 48 









































Ahnliche Verhaltnisse wurden von uns bei Rattentumoren 
bzw. normalen Rattenorganen angetroffen. Der Quotient Phosphor- 
lipoid zu Cholesterinester betrigt hier fiir Hirn, ebenso Muskel 
etwa 700, Hoden 530, Niere 255, Leber 189, Tumor 54. Be- 


merkenswerterweise gibt Milzgewebe einen ebenso niedrigen Wert §& 


wie 'umorgewebe, nimlich 48. 


Um weiter festzustellen, ob an der Grenze von Tumor und 
normalem Gewebe eine Anreicherung oder Verarmung!) der 
einzelnen Lipoide erfolgt, wurde bei Magen-Ca Nr. 265 (Tab. IV) 
der Lipoidgehalt der Schleimhaut und Muskulatur direkt iiber 
bzw. unter dem Tumor untersucht. Es zeigte sich, daB der An- 
teil an verestertem Cholesterin in der Schleimhaut direkt iiber 
dem Tumor niedriger war als in der Norm, daB sonst aber keine 
wesentlichen Unterschiede bestanden. 


Das Krebsgewebe hat also gegeniiber normalen Geweben 
einen besonders hohen Gehalt an Cholesterinestern und. einen 
relativ wenig erhéhten Gehalt an Phosphorlipoid. Dies driickt 
sich darin aus, daB der Quotient Phosphorlipoid zu Cholesterin- 
ester fiir Krebsgewebe niedrig ist. Gutartige Tumoren haben 
einen niedrigeren Cholesterinester- und Phosphorlipoidgehalt, da 
aber beide Werte um anniahernd gleiche Betrige verkleinert sind, 
ist der Quotient fiir die gutartigen Tumoren ebenso niedrig wie fiir 
Krebsgewebe. Da das Tumorgewebe nur zum Teil aus Tumorzellen 
besteht, muB in den Tumorzellen eine hohe Konzentration an 
Lipoiden bestehen. 


1) F. Burgheim, Klin. Wochschr. 9, 397 (1931). 
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Methodisches zur Cholesterinbestimmung. 


Wir haben die von Bloor angegebene Cholesterinbestimmung 

so umgestaltet, daB sie unabhingig von der Extraktion der Fett- 

lipo siuren erfolgt. Der Alkoholextrakt wird mit 7°/,iger methyl- 
neste" alkoholischer Kalilauge (1 ccm fiir 10 ccm Extrakt) anf dem 
—__§ Wasserbade verseift und voéllig zur Trockne verdampft. Der trockne 
Rickstand wird 3—4mal mit insgesamt 15 ccm Chloroform ex- 
trahiert, der Extrakt durch Zentrifugieren von suspendierten 
Seifen befreit und zur Trockne verdampft, schlieBlich der Riick- 
stand noch einmal in Petrolither aufgenommen und erneut zentri- 
fugiert. Der Petrolitherextrakt ist nun véllig frei von Seifen. 
Er wird verdampft, das Cholesterin in 5 ccm Chloroform auf- 
genommen und wie iiblich nach Zusatz von 2 ccm KEssigsiure- 


Z anhydrid und 0,1 ccm konzentrierter Schwefelsiure in dem 
el Helligeschen Colorimeter bestimmt. Da sich zeigte, daB die 
“ Farbintensitit bei gleichem Cholesteringehalt stark abhingig von 
tm er Schwefelsiuremenge ist, haben wir im Interesse einer genauen 
und bequemen Arbeitsweise vor jeder Bestimmungsreihe die ent- 
sprechenden Mengen Essigsiureanhydrid und Schwefelsiure fiir 
id sich gemischt und von dieser Mischung je 2,1 ccm verwandt. 
; Bei Verwendung des Stufenphotometers gestaltet sich die 
. Bestimmung des Cholesterins wesentlich einfacher und genauer. 
. Die nach Bloor gewonnene Chloroformlésung des Cholesterins 
“ zeigt entweder von vornherein einen gelblichen Farbton oder ent- 
" wickelt — vor allem bei Gegenwart gréBerer Mengen stark un- 
gesittigter Fettsiuren — eine gelbe Fiarbung nach Zusatz des 
Kssigsiureanhydrid-Schwefelsiuregemisches. 
: Bezeichnet man die Extinktion des Cholesterins und der Ver- 
t firbung in den beiden Filtern § 61 und § 53 mit a und 3, baw. 
s x und y, so sind die gemessenen Extinktionen u,, = a+. und 
" %s = O+y. 
x Setzt man b/a= A und y/r= SB, so erhalt man daraus 
, i= = —* = ° 
rf B—A 
if Zur Auswertung der Formel ist es nur notwendig, die Ex- 
, — tinktionskurve der farbenden Verunreinigungen zu kennen. Man 


extrahiert das Cholesterin aus einer auf dem iiblichen Wege er- 
haltenen Seifenlésung mit Ather, da dieser von vornherein vor- 
handene Gelbfarbungen viel schwerer aufnimmt als Petrolither; 
dann wird mit Schwefelsiure angesiuert, mit Petrolaither auf- 
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genommen, zur Trockne verdampft und in 5 ccm Chloroform iber. 
gefiihrt und wie bei Cholesterin bestimmt. 

Wir haben aus yielen Versuchen als Mittel fir 4 und B die 
Werte 0,25 und 1,87 gefunden, so daf die Reduktionsformel lautet 
1sgtiu—v 

1,62 

Die Bestimmungen wurden stindig mit reinem Cholesterin 
(0,1°/, Lésung in Chloroform) kontrolliert. Wir kénnen die Be- 
hauptung von O. Miihlbock?), daB solche Lésungen unbestindig 
sind, nicht bestitigen, denn bei Verwendung redestillierten Chloro- 
forms und Aufbewahrung im Dunkeln war eine merkliche Ab- 
nahme des Cholesteringehaltes auch nach 4 Monaten nicht zu 
bemerken. 

Die der gemessenen Extinktion entsprechende Cholesterin- 
menge wurde aus einer Kurve entnommen, da das Beersche Gesetz 
nicht streng erfillt ist. 

H.Theorell?) hat inzwischen eine ausfihrliche Beschreibung 
der Cholesterinbestimmung auf derselben Grundlage gegeben. 





a> 


Zusammenfassung. 


Bésartige Geschwiilste haben einen relativ hohen Gehalt an 
Phosphorlipoid und Cholesterinester, und der Quotient Phosphor- 
lipoid: Cholesterinester ist bei ihnen klein. Normale Gewebe 
haben einen relativ niederen Gehalt an beiden Verbindungen und 
einen relativ .hohen Quotienten Phosphorlipoid : Cholesterinester. 


Wir verdanken das Geschwulstmaterial der I. und II. chirur- 
gischen Klinik des Allgemeinen Krankenhauses Eppendorf (Prof. 
Sudeck und Prof. Roedeliius) und der chirurgischen Klinik des 
Allgemeinen Krankenhauses Barmbeck (Prof. Oehlecker) und er- 
lauben uns den Arzten beider Kliniken fiir die Unterstiitzung 
unserer Arbeit auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten 
Dank auszusprechen. 





1) O. Mithlbock u. C. Kaufmann, Biochem. Z. 233, 222 (1931). 
*) H. Theorell, Biochem Z. 223, 1 (1930). 
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Sulfhydrylverbindungen als Antikatalysatoren 
bei Oxydationen mit molekularem Sauerstoff. 


II. Mitteilung.’) 

Zugleich ein Beitrag zur Kenntnis der Oxydation 
von Sulfhydrylverbindungen mit Wasserstoffsuperoxyd. 
Von 
Alfons Schéberl. 

Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1931.) 


Vor einiger Zeit konnten wir zeigen, daB die Sulfhydryl(SH)- 
Verbindungen Cystein und SH-Glutathion?) bei der durch ein 
Cuprisalz vermittelten Oxydation von Leukomethylenblau (MH,) 
mit molekularem Sauerstoff als Antikatalysatoren wirken. 
Die als Modellversuch benutzte Oxydation des Leukofarbstoffes 
hat sich in Bestaétigung der Versuche von Reid), der sich gleich- 
zeitig mit dieser Reaktion befaBte, als Metallkatalyse erwiesen 
und insbesondere wurde bei der quantitativen Verfolgung der 
Oxydation die Bildung von Wasserstoffsuperoxyd gefunden.) 
Eine genaue Kenntnis des Modellversuches war notig, um die 
Versuche mit Zusaitzen an SH-Verbindungen erkléren zu k6nnen. 
Schon in unserer I. Mitteilung waren weitere Versuche itiber die 
antikatalytischen Eigenschaften von SH-Verbindungen bei Oxy- 
dationen mit molekularem Sauerstoff in Aussicht gestellt worden, 
da die dort geaéuBerten Ansichten wegen ihrer prinzipiellen Be- 
deutung in manchen Punkten der Vervollstaéndigung und Be- 
stitigung bedurften. Die rasche Sauerstoffaufnahme von Leuko- 


1) I. Mitt. vgl. Ber. chem. Ges. 64, 546 (1931). 

2) Reduziertes Glutathion = SH-Glutathion (GSH); oxydiertes Glu- 
tathion = SS-Glutathion (GSSG). 

3) Ber. chem. Ges. 63, 1920 (1930); Biochem. Z. 228, 487 (1930). 

4) Vgl. O. Warburg, Biochem. Z. 227, 246, Anm. 2 (1930); T. F. Ma- 
crae, Ber. chem. Ges. 64, 133 (1931). 
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methylenblaulésungen in dem als ,,Normalversach‘‘!) bezeichneten 
eigentlichen Modellversuch konnte durch Zusatz von Cystein und 
SH-Glutathion fast vollstaéndig unterdriickt werden, wobei die 
GroéBe der Hemmung sich als abhingig von der Konzentration der 
SH-Verbindung in bezug auf die Katalysatorkonzentration erwies. 
Kine genaue Beobachtung der Reaktionsgeschwindigkeit vermittelte 
einen tieferen EKinblick. Die antikatalytische Wirkung von Cystein 
und SH-Glutathion bei der studierten Schwermetallkatalyse darf 
als gesichert gelten. Zugleich konnte wahrscheinlich gemacht 
werden, da8 es sich um eine spezifische Wirkung der SH-Gruppe 
handelt. Eine ganz besondere Beachtung war der allmahlichen 
Ausschaltung der SH-Verbindungen im Verlaufe eines Versuches 
durch das bei der Oxydation entstehende Wasserstoffsuperoxyd 
geschenkt worden. Man nahm an, dai Wasserstoffsuperoxyd die 
SH-Verbindungen zu den entsprechenden Disulfiden oxydiert und 
fiir den Fall des Cysteins hat sich diese Ansicht experimentell 
beweisen lassen. 
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Fig. 1. 
I: ,,.Normalversuch“. A = 107%. 
II: Verdoppelte Cupriacetatkonzentration. A = 2 x 10°. 
III a: ,,Normalversuch* mit Ferrosalzzusatz. A = 10-°, Mohrsches Salz = 10~*-molar. 

V: ,,.Normalversuch* mit Thioglykolséurezusatz. A:B=1:1. 

X: ,,Normalversuch* mit SH-Glutathionzusatz. A:C = 1:10. 

(Molare Konzentration von Cupriacetat = A, von Thioglykolsiure = B und von SH-Gluta- 
thion = C.) 


Aus gewissen Erwigungen heraus wurden die Bedingungen des 
Modellversuches (der hier wiederum wie friiher als ,, Normalversuch* 





1) A.a. O., und zwar S. 549. 
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bezeichnet wird) etwas abgeindert (I, Fig. 1).1) Neben einer Er- 
héhung der Reaktionstemperatur von 19° auf 25° nahmen wir eine 
Verringerung der Cupriacetatkonzentration auf die Hialfte vor. 
Bei einer molaren Konzentration von Cupriacetat von 10-° nahmen 
0,1426 g Leukomethylenblau in 50 ccm Lésungsmittel in etwa 
70 Minuten 9,6 ccm Sauerstoff auf (das sind 85,7°/, von 11,2 ccm, 
die theoretisch nétig waren). Wie schon friiher auseinandergesetzt 
wurde, findet der geringere Sauerstoffverbrauch in einer Folge- 
reaktion seine Erklirung, wonach das entstehende Wasserstoff- 
superoxyd den Leukofarbstoff ebenfalls zu oxydieren vermag. Kine 
rasche Orientierung iiber alle ausgefiihrten Oxydationsversuche 
und vor allem der Vergleich mit dem ,,Normalversuch” (I) wird 
erleichtert durch die Angabe der Zeiten, die zur Aufnahme von 
5,6 ecm Sauerstoff nétig sind (Halbwertszeiten). Die Halbwerts- 
zeit im ,,Normalversuch* betrigt 23 Minuten. 


Zusammenstellung der Halbwertszeiten.”) 
Tabelle 1. 


Molare Konzentration von Cupriacetat = A, von Thioglykolsiure = B, von 
SH-Glutathion = C, von Dithiodiglykolsiure = D und von SS-Glutathion = E. 





















































Bei den hier verwendeten Katalysatorkonzentrationen besteht 
Proportionalitét zwischen Cupriacetatkonzentration und _ Re- 
aktionsgeschwindigkeit. Eine Verdoppelung der Konzentration von 
Cupriacetat von 10-5-molar auf 2 x 10-5-molar (II, Fig. 1) bewirkte 
eine Verringerung der Halbwertszeit auf die Hilfte (11 statt 
23 Minuten). 

Aus theoretischen Erwigungen heraus war es fiir uns von 
Wichtigkeit, die ,,Aktivierung“* von Wasserstoffsuperoxyd im 
,,.Normalversuch* durch Ferrosalzzusatz auch unter den neuen 
Versuchsbedingungen bestatigen zu kénnen (IIIa und IIIb, Fig. 1). 





1) Die Versuche werden mit rémischen Ziffern bezeichnet. 
2) Die Halbwertszeiten sind durch graphische Interpolation ermittelt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCI. 12 
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Bei etwa der gleichen Halbwertszeit von 24 Minuten werden in den 
Versuchen mit Zugabe von Mohrschem Salz in einer Konzentration 
von 10-4-molar nur 7,9 ccm Sauerstoff aufgenommen (= 70,6°/, von 
11,2 ccm), mithin 1,7 cem weniger wie im_,,Normalversuch“. 
Neben des damit erbrachten indirekten Nachweises von Wasser- 
stoffsuperoxyd wird vor allem auf die gemeinsame Mitwirkung 
zweier Schwermetalle bei einer Oxydation mit molekularem 
Sauerstoff Wert gelegt. Die Aufgabe der Cupriionen besteht in der 
Ubertragung des molekularen Sauerstoffes auf das Substrat, die der 
Ferroionen nur in der ,,Aktivierung’* des Wasserstoffsuperoxydes. 
Ks ist uns bisher kein ahnliches Beispiel in der Literatur bekannt 
geworden, in welchem eine so strenge Abgrenzung der Wirkungs- 
weise von Kupfer und Eisen bei derartigen Vorgingen erfolgen 
konnte. Wenn auch das vorliegende Versuchsmaterial noch zu 
gering ist, um weitere Aussagen zuzulassen, so ist doch die Még- 
lichkeit der gemeinsamen Beteiligung von Kupfer und 
Eisen auch bei biologischen Oxydationen mit molekularem Sauer- 
stoff nicht von der Hand zu weisen. Nachdem die Bedeutung von 
Eisen fiir den Organismus schon seit langer Zeit erkannt ist, wird 
gerade in neuester Zeit die Frage nach dem Schicksal und der Rolle 
des bisher etwas vernachlassigten Kupfers im Tierkérper viel dis- 
kutiert. Es sei hier nur an die Arbeiten von Steenbock, EIl- 
vehjem, Hart und Waddell?), von Me Hargue, Healy und 
Hill?), von Flinn und Inouye), von M. 8. Lewis‘), von 
Schiff5), von Underhill, Orten und R.C. Lewis®) und von 
anderen iiber den himoglobinsteigernden Kffekt von Kupfer 
erinnert.?) Vom Standpunkt der Verbreitung der beiden 
Schwermetalle im Organismus®) erscheint eine Zusammenwirkung 
dieser wichtigen Trager katalytischer Eigenschaften bei Oxy- 
dationen mit molekularem Sauerstoff sehr wohl méglich. Vielleicht 
ergibt sich in spéteren Untersuchungen Gelegenheit, auf diese 
Frage zuriickzukommen. 


1) J. of biol. Chem. 77, 797 (1928); 83, 251 (1929); 88, 243 (1929); 84, 
115 (1929). 

2) J. of biol. Chem. 78, 637 (1928). 

3) J. of biol. Chem. 84, 101 (1929). 

‘) J. of the Amer. Med. Association 96, 1135 (1931). 

5) Die Medizin. Welt 5, 334 (1931). 

6) J. of biol. Chem. 91, 13 (1931). 

*) Vel. v. Lindgn, Die Medizin. Welt 5, 629 (1931). 

8) Vgl. E. Remy, Z. f. Volksernahrung und Diatkost, 6. Jahrg., Heft 2 


(1931). 
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Die antikatalytische Betaétigung von SH-Verbindungen wurde 
ferner an dem Beispiel der Thioglykolsaure erhartet, deren 
Molekiil keine Aminogruppe enthalt. Aus einem noch zu besprechen- 
den Grund wurden die Untersuchungen auch auf diese Substanz 
ausgedehnt, wobei sich, wie erwartet, eine ausgesprochene 
Antikatalyse ergab, die diejenige von Cystein und SH-Glutathion 
an Wirksamkeit iibertrifft. Bei eimem Verhiltnis der molaren Kon- 
zentrationen von Thioglykolséure zu Cupriacetat von 10:1 wird 
in 60 Minuten tiberhaupt kein Sauerstoff absorbiert (IV, S. 188) 
und sogar bei einem solchen von 1:1 ist noch eine deutliche Anti- 
katalyse vorhanden, wie sie in einer Halbwertszeit von 62 Minuten 
zum Ausdruck kommt (V, Fig.1 und VI, 8.188). Diese letzte 
Antikatalyse l48t sich allerdings nur unter bestimmten Be- 
dingungen fassen (VII und VIII, vgl. den experimentellen Teil, 
S. 188—189). , 

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen wiederum in eindeutiger 
Weise dafiir, daB im Verlaufe der Sauerstoffaufnahme der Leuko- 
methylenblaulésungen mit der gleichzeitigen Bildung von Wasser- 
stoffsuperoxyd eine langsame Ausschaltung der Antikatalysatoren 
erfolgt. Uberzeugend kommt dies vor allem in Versuchen mit 
SH-Glutathionzusatz bei einem Verhaltnis der molaren Kon- 
zentrationen von SH-Glutathion zu Cupriacetat von 10:1 zum 
Ausdruck (IX und X, 8.189). Auch in der graphischen Darstellung 
ist es klar ersichtlich (X in Fig.1). Da die Ausschaltung der Anti- 
katalysatoren mit der Oxydation der SH-Verbindungen durch 
Wasserstoffsuperoxyd zu den entsprechenden Disulfiden 
erklart wurde, muBten die Oxydationsversuche unter Zusatz von 
solchen Disulfiden ausgefiihrt werden. Es durfte in diesen Fallen 
keine Hemmung der Sauerstoffabsorption erfolgen. In unserer 
I. Mitteilung hatten wir dies fiir Cystin wahrscheinlich gemacht, 
nachdem die leichte Oxydierbarkeit von Cystein zu Cystin in 
essigsaurer Losung durch Wasserstoffsuperoxyd gezeigt worden war. 
Jedoch ist Cystin fiir diesen Zweck wegen seiner Schwerléslichkeit 
nicht gut geeignet.1) So erwies es sich als notwendig, die Unter- 
suchungen auch auf die Disulfidformen der SH-Verbindungen 
Thioglykolséure und SH-Glutathion auszudehnen, die gegeniiber 
Cystin den Vorzug leichter Léslichkeit in Wasser besitzen. 

Die Dithiodiglykolsadure ist nicht imstande, die rasche 
Sauerstoffaufnahme im _ ,,Normalversuch’’ zu verhindern (XI, 





1) Es muBten deshalb salzsaure Lésungen von Cystin zu den Versuchen 


verwendet werden. 
12* 
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S. 189). Die Halbwertszeit des Versuches, der mit einem Zusatz 
dieser Siure ausgefiihrt wurde, stimmt mit der des ,,Normal- 
versuches iiberein. Thioglykolsiure wird ferner in waBriger 
Lésung durch Wasserstoffsuperoxyd besonders bei Anwesenheit von 
Ferrosalz als Katalysator rasch und glatt zum Disulfid oxydiert. 
Die Reaktion l4Bt sich zur bequemen Darstellung von Dithiodi- 
glykolsiure benutzen. Es mu8 mithin auch bei der Oxydation des 
Leukofarbstoffes das entstehende Wasserstoffsuperoxyd die zu- 
gesetzte Thioglykolsiure in gleicher Weise zu oxydieren ver- 
mogen. 

Die Absicht zur Oxydation von SH-Glutathion durch Wasser- 
stoffsuperoxyd zu $S-Glutathion in diesem Zusammenhang hatten 
wir bereits mitgeteilt.1) Aus den Oxydationsversuchen mit SH- 
Glutathion als Antikatalysator schien nach dem zeitlichen Ver- 
lauf der Sauefstoffabsorption eine besonders leichte Angreif- 
barkeit der SH-Gruppe durch Wasserstoffsuperoxyd 
hervorzugehen. So konnte man von der Kinwirkung von Wasser- 
stoffsuperoxyd auf SH-Glutathion unter milden Bedingungen eine 
glatte Oxydation zu dem entsprechenden Disulfid erwarten. Wir 
erhofften also von dieser Oxydation einerseits eine bequeme Dar- 
stellungsmethode von §§-Glutathion, wofiir eine gewisse Not- 
wendigkeit bestand und andererseits AufschluB iiber die langsame 
Ausschaltung von SH-Glutathion bei der Oxydation von Leuko- 
methylenblau. Als wir, nachdem uns eine gréBere Menge von 
krystallisiertem SH-Glutathion zur Verfiigung stand, mit der 
Bearbeitung dieser Frage begonnen und die glatte Uberfiihrbarkeit 
der SH-Verbindung in das Disulfid erkannt hatten, erschien eine 
Mitteilung von Pirie?), in welcher ebenfalls die Oxydation von 
SH-Glutathion mit Wasserstoffsuperoxyd zu SS-Glutathion aus- 
gefiihrt wurde. Aus den Untersuchungen von Pirie und unseren 
eigenen geht hervor, da8 SS-Glutathion, das man bisher nur durch 
Oxydation von SH-Glutathion mit Sauerstoff in schwach alkalischer 
Lésung (px = 7,6) erhielt*), leicht und glatt durch Oxydation mit 
Wasserstoffsuperoxyd aus der SH-Verbindung dargestellt werden 
kann. Allerdings ist die Krystallisation des Disulfides bis jetzt 
noch nicht gelungen. Wenn man auf Grund der Feststellungen 


1) A. a. O., und zwar S. 554. 

2) Biochemic. J. 25, 614 (1931), und zwar S. 619. 

8) H. L. Mason [J. of biol. Chem. 90, 409 (1931)] hat zwar auch gezeigt, 
daB die Oxydation mit Jod und Kaliumferricyanid prinzipiell zu dem Disulfid 
fiihrt, jedoch sind diese,Methoden zur Darstellung weniger geeignet. | 
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von Mason?) nach Pirie?) die Verwendung von Alkohol bei der 
Isolierung des Disulfides vermeidet, gelingt die Darstellung von 
SS-Glutathion in analysenreinem Zustand. SS-Glutathion ist 
ebenfalls in Wasser sehr leicht léslich. 

Die Versuche zu Oxydation von Leukomethylenblau mit mole- 
kularem Sauerstoff unter Zusatz von SS-Glutathion sind von 
uns mit Praéparaten verschiedener Darstellungsart und Herkunft 
ausgefiihrt worden. Wir haben §8-Glutathion auBer durch Oxy- 
dation von SH-Glutathion mit Wasserstoffsuperoxyd auch durch 
Oxydation mit Luftsauerstoff in gewohnter Weise erhalten, welche 
Methode nach Mason!) ebenfalls zu dem reinen Disulfid fiihrt, 
was friiher bestritten wurde. Beide Praparate zeigten das gleiche 
Ergebnis (XII, XIII und XIV, $8. 189). Au8erdem waren wir in der 
Lage, unsere Resultate mit emem S8-Glutathion von N. W. Pirie, 
Cambridge, bestatigen zu kénnen, das ebenfalls durch Oxydation 
mit Wasserstoffsuperoxyd dargestellt war (XV und XVI, 8. 189).%) 
Ks zeigte sich in allen Fallen, daB SS-Glutathion die rasche Sauer- 
stoffaufnahme von Leukomethylenblaulésungen in keiner Weise 
hindern kann. Die beobachteten Halbwertszeiten sind praktisch 
gleich der Halbwertszeit des ,,Normalversuches” (Tab. 1). 

Somit ist an den zwei weiteren Beispielen der Dithiodiglykol- 
saure und des §8-Glutathions erwiesen worden, daB die im Verlaufe 
eines Versuches stattfindende Oxydation der SH-Verbindung durch 
Wasserstoffsuperoxyd zu den entsprechenden Disulfiden die be- 
obachtete langsame Ausschaltung der Antikatalysatoren erklaren 
kann. Da Pirie?) feststellt, daB Kupfersalze die Oxydation von 
SH-Glutathion durch Wasserstoffsuperoxyd katalytisch _ be- 
schleunigen, wire bei den hier unter Zusatz von SH-Glutathion 
studierten Versuchen eine besonders leichte und rasche An- 
greifbarkeit dieser SH-Verbindung zu erwarten. In diesem Zu- 
sammenhang sind Versuche tiber die Geschwindigkeit der Oxy- 
dation von SH-Verbindungen durch Wasserstoffsuperoxyd von 
Interesse. An dem Beispiel von SH-Glutathion sind von uns 
einige orientierende Versuche in dieser Richtung ausgefiihrt 
worden, die jedoch noch weiter ausgebaut werden miissen. Da 
das Tripeptid optisch aktiv ist, fanden wir in der Beobachtung 
der Drehung ein ausgezeichnetes Mittel zur Festlegung der 
Oxydationsgeschwindigkeit von SH-Glutathion durch Wasser- 


1) A. a. O. > A: a 0. 
_*) Wir sprechen auch hier Herrn Pirie (Cambridge, Biochemical Labo- | 
ratory) fiir die freundliche Unterstiitzung unseren besten Dank aus. 
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stoffsuperoxyd. In Analogie zu dem System Cystein-Cystin 
konnte man beim Ubergang von SH- in SS8-Glutathion eine 
starke Vergr6Berung der negativen Drehung erwarten. 
Diese Erwartung hat sich in vollem MaBe erfillt. Bei dem Sub- 
stanzpaar Cystein-Cystin ist die Erscheinung schon lange be- 
kannt.4) So fanden Bergmann und Michalis?) fir die spezi- 


fische Drehung von Cystein in Wasser [«]* = — 10,14° und in 
n-HCl[«|i* = + 6,99 und Toennies und Lavine?) fir Cystin 
in 1,02 n-HCl[a«]i? = — 228,6 + 0,2°. Leider kann die Drehung 


von Cystin in Wasser wegen der Schwerlodslichkeit nicht ohne 
weiteres bestimmt werden, man darf aber immerhin erwarten, 
da8 sich ein hoher negativer Wert ergeben wiirde. Das spezifische 
Drehungsvermoégen von krystallisiertem SH-Glutathion in Wasser 
ist bereits von Hopkins‘) fir die griine Hg-Linie angegeben 
worden. Wir bestimmten in waBriger Lésung folgende Werte: 
[aja = —17,2° und [a]3e = — 18,8°. Das Drehungsvermégen 
von 8§8-Glutathion ist dagegen merkwiirdigerweise noch nicht be- 
stimmt worden, was wohl in der bis vor kurzem noch vorherrschen- 
den Annahme begriindet zu sein scheint, daB noch keine Methode 
zur Reindarstellung von S§8-Glutathion existiere. Aber auch die 
Moglichkeit zur Reinheitsbestimmung von §§S-Glutathionprapa- 
raten mit Hilfe des Drehungsvermégens, wie das im Falle des 
Cystins hiufig geschieht, ist bislang noch nicht versucht 
worden. Aus unseren Versuchen ergaben sich fiir die spezifische 
Drehung von §§8-Glutathion in waéBriger Lésung folgende Werte: 
[«]3% = —100,6° und [a]? = —115,6°.5) Es liegt also tatséchlich 
gegeniiber der SH-Verbindung eine starke negative Erhéhung 
des Drehungsvermégens vor. Die Drehungen wurden allerdings 
nicht durch Herstellung einer Losung des reinen Disulfides in 
Wasser von bekannter Konzentration ermittelt, sondern es wurde 
zu diesem Zweck eine bestimmte Menge von SH-Glutathion in 
waBriger Lésung durch Wasserstoffsuperoxyd oxydiert und ohne 
Isolierung des Disulfides dessen Drehungsvermégen in der Re- 
aktionslésung nach vollendeter Oxydation direkt bestimmt. Das 





1) EK. Baumann, Diese Z. 8, 303 (1883). 

2) Ber. chem. Ges. 68, 987 (1930). 

3) J. of biol. Chem. 89, 153 (1930); vgl. E. Fischer, U. Suzuki, Diese 
Z. 45, 409 (1905); E. Abderhalden, Diese Z. 51, 391 (1907). 

4) J. of biol. Chem. 84, 274 (1929). 

5) Um einen exakten Vergleich mit Cystein-Cystin zu ermédglichen, 
miissen die Drehungen in n-HCl noch bestimmt werden. 
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an isolierten, nach Mason?) noch alkoholhaltigen Priparaten 
bestimmte Drehungsvermégen kam nahe an die von uns er- 
mittelte maximale Drehung heran ({«|3/; = — 93,6° und [a}}) = 
— 99,2°). Die spezifische Drehung wird sich hier bei weiterem 
Ausbau und weiterer Verfeinerung als Reinheitskriterium von 
$S-Glutathionpraéparaten verwerten lassen. 

Mit Hilfe der Drehung war es méglich, die Oxydation von 
SH-Glutathion mit Wasserstoffsuperoxyd bequem in 5°/jiger 
Losung tuber lingere Zeiten zu verfolgen. Die Werte fiir den 
beobachteten Drehungswinkel am Anfang und am Ende der 
Oxydation sind um iiber 2° unter unseren Versuchsbedingungen 
voneinander verschieden (Tabb. 2 und 3 des experimentellen 
Teiles). Durch Ferrosalz wird die Oxydation auBerordentlich be- 
schleunigt. Die SH-Gruppe scheint besonders in Gegenwart von 
Katalysatoren von Wasserstoffsuperoxyd leicht angegriffen zu 
werden; eine erschépfende Beantwortung der Frage ist jedoch 
erst auf Grund weiterer Versuche méglich. 

Unsere Modellversuche waren durch die heute viel diskutierte 
Frage nach der Bedeutung von Glutathion im tierischen Organismus 
veranlaBt?) und sollten insbesondere tiber seine Teilnahme bei 
Oxydationsreaktionen Kenntnisse vermitteln, da uns die bisher 
ausgefiihrten Modellversuche keine exakten Schliisse zuzulassen 
schienen. VeranlaBt einerseits durch die weite Verbreitung des 
Tripeptides im Organismus*) und andererseits durch die Existenz 
von Glutathion in einer reduzierten und in einer oxydierten Form, 
deren wechselseitige Uberfiihrbarkeit ineinander man kannte, 
hatte man in der Substanz einen wichtigen Faktor der Zellatmung 
gesehen, wobei nur der Mechanismus schwer erklart werden 
konnte.*) Wenn auch nach den neuvesten Ergebnissen von Meldrum 
und Dixon) und von Voegtlin und Mitarbeitern®) dem Glu- 
tathion nicht mehr in dem bisher iiblichen Sinn die Bedeutung 
eines Aktivators des molekularen Sauerstoffes zukommen diirfte, 





1) A.a. O. 

2) Vgl. den Vortrag des Verf. in ,,Verhandlungen der Physikalisch- 
Medizinischen Gesellschaft zu Wirzburg“ N.F. 56 (1931) (V. Sitzung vom 
7. Mai 1931). 

3) Vgl. A. Blanchetiére, J. Physiol. Pathol. gén. 27, 1, 19 (1929); 
M. Okuda, J. of Biochem. 11, 183 (1929); M. Okuda, T. Matsumori, J. of 
Biochem. 11, 407 (1930). 

*) Vgl. R. Wurmser, Oxydations et Réductions (Paris 1930) 8S. 157. 

5) Biochemic. J. 24, 472 (1930). 
6) Public Health Reports, U.S.A. 46, 339, 521 (1931). 
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so ist damit doch noch nicht die Nichtbeteiligung an Oxydations- 
vorgingen erwiesen. In diesem Zusammenhang sind vielleicht 
unsere Modellversuche von Interesse, die die bemerkenswerte, 
chemisch aber nicht unerwartete Affinitat der SH-Gruppe 
zu dem reaktionsvermittelnden Schwermetall bei eimer 
Oxydation mit molekularem Sauerstoff dartun. Das Vorliegen 
einer Schwermetallkatalyse ware dabei Voraussetzung. Die SH- 
Verbindungen k6énnen unter Bildung von Cupromercaptiden 
reagieren, wodurch der Katalysator zunidchst seiner Aufgabe 
entzogen wird. Pirie’) hat vor kurzem die leichte und glatte 
Bildung von Cupromercaptiden dieser Art gezeigt.2) Was die 
Spezifitit der SH-Gruppe anlangt, so ist auf eime interessante 
Parallele in den Untersuchungen von Voegtlin und Mitarbeitern 
hinzuweisen, wonach nur SH-Verbindungen die schadigenden 
Wirkungen gewisser Arsenpréiparate auf den Tierkorper und auf 
tierisches Gewebe aufzuheben vermdgen, waihrend die ent- 
sprechenden Disulfide wirkungslos sind.*)*) 

Die Untersuchungen werden nach verschiedenen Richtungen 
fortgesetzt. 


Die Gesellschaft zur Foérderung der Wissenschaften bei der 
Universitat Wiirzburg hat die vorliegende Arbeit durch die Zu- 
wendung von Mitteln unterstiitzt, wofiir wir auch an dieser Stelle 
nochmals herzlich danken méchten. 


Beschreibung der Versuche. 


I. Zur Darstellung von Leukomethylenblau (= MH.,). 


Zu den Versuchen waren verhialtnismaBig groBe Mengen des 
Leukofarbstoffes nétig. Die Methode der katalytischen Reduktion, 
die manchmal Verwendung findet®), erwies sich unter den vor- 
hiegenden Umstinden nicht vorteilhaft. Die Reduktion von MH, 
wurde nach Landauer und Weil®) mit Phenylhydrazin vor- 





1) A.a. O. 

*) Ihre Bildungsméglichkeit unter unseren Versuchsbedingungen miissen 
wir noch zeigen. 

3) A.a. O. 

*) Public Health Reports, U.S. A. 38, 1882 (1923); J. Pharmacol. Experim. 
Therapeut. 39, 347 (1930); J. of biol. Chem. 89, 27 (1930). 

5) Vgl. H. Wieland, A. Bertho, Liebigs Ann. 467, 131 (1928). 

*) Ber. chem. Ges. 48, 198 (1909). 
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genommen, die wir immer in kleinen Versuchsansiétzen mit 2 g des 
Farbstoffes in alkoholischer Suspension mit 0,8 g Phenylhydrazin 
durchfihrten. Fir die Reinigung des rohen MH, kam die von 
Reid?) benutzte Hochvakuumsublimation wegen der groBen Ver- 
luste nicht in Betracht. Die Umkrystallisation aus Petrolather 
wurde wegen der zu geringen Léslichkeit des Leukofarbstoffes 
bald wieder verlassen und auch die Umkrystallisation aus Pyridin 
und Wasser unter Zusatz von Phenylhydrazin konnte nicht 
befriedigen. Erst als der notwendige AusschluB des hellen Tages- 
lichtes bei der Umkrystallisation erkannt war, fand man in Benzin 
iit dem Siedep. 70—80° ein geeignetes Lésungsmittel. Man kocht 
zu diesem Zweck das aus 4g Farbstoff erhaltene, véllig trockene 
Rohprodukt unter Riickflu8B mit 2mal 350 ccm Benzin aus, filtriert 
im CQ,-Strom durch ein Faltenfilter und kihlt die goldgelben 
Lésungen unter der Wasserleitung, wobei der Leukofarbstoff in 
gelben Nadeln auskrystallisiert. MH, wird auf einem Glasfilter- 
trichter gesammelt, mit Petrolather gewaschen (CO,-Strom) und 
samt Glasfiltertrichter sofort in einem braunen Exsiccator wber 
CaCl, und KOH vom anhaftenden Lésungsmittel im Vakuum 
befreit.”) Hier erfolgte auch die Aufbewahrung des Priparates 
in einem staéndigen Vakuum, das nur zum Zwecke der Substanz- 
entnahme aufgehoben wurde. Es sei nochmals darauf hingewiesen, 
daB alle Operationen der Umkrystallisation am besten bei fast 
véligem Ausschlu8 von Licht, zum mindesten in der Dimmerung, 
ausgefihrt werden. So war MH, glatt in der fir die katalytischen 
Versuche noétigen Reinheit zu erhalten und seine Haltbarkeit 
unter den angegebenen VorsichtsmaBregeln war ausgezeichnet. 
Das helle Tageslicht und gar das Sonnenlicht machen sich in einer 
auBerordentlich raschen oberflichlichen Oxydation unangenehm 
bemerkbar. LHisessigldsungen von MH,, die man an der Luft 
stehen la4Bt, oxydieren sich ebenfalls viel rascher im Licht als im 
Dunkeln. 


Analyse*): 39,4 mg Substanz gaben 5,17 com N (23°; 751,3 mm). 
C,,H,,N,S (285,24) Ber. 14,73°/, N Gef. 14,96°/, N 





1) A.a. O. 

2) Die Mutterlaugen einer Umkrystallisation kénnen zum erneuten 
Ausziehen von. Rohprodukt verwendet werden. 

8) Die Analysen dieser Arbeit wurden nach einem im hiesigen Institut 
ausgearbeiteten Halbmikroverfahren von Herrn Werkmeister Wentzel aus- 
gefiibrt. 





178 Alfons Schéberl, 


Titration von MH, mit Bleitetracetat in Hisessig!): Diese 
Titration des Leukofarbstoffes mit Dibrom-o-tolidin als Indicator 
muB wegen der intensiven Farbe des entstehenden Methylen- 
blaus in sehr verdiinnter Lésung ausgefiihrt werden. Bei Ver- 
wendung von Vergleichslésungen ist der Umschlagspunkt von 
blau nach blaugriin gut zu beobachten. 

1. 10 ccm einer m/1000-MH,-Lésung in Eisessig verbrauchten 2,03 bzw. 
2,01 ccm n/100-Bleitetracetatlésung in Hisessig (theoretisch nétig 2,00 ccm). 


2. 5 ccm einer m/1000-MH,-Lésung in Eisessig verbrauchten 1,00 bzw. 
1,00 ccm n/100-Bleitetracetatlésung in Eisessig (theoretisch nétig 1,00 ccm). 


Oxydation von Thioglykolséure zu Dithiodiglykolsaure 
mit Wasserstoffsuperoxyd. 


Infolge des glatten Verlaufes ist die Oxydation der SH-Ver- 
bindung mit H,O, zur praparativen Darstellung der Dithio- 
diglykolsiure geeignet und diirfte anderen Methoden vorzuziehen 
sein.) 

Man léste 5,0g Thioglykolsiure*) in 50 ccm Wasser und 
3,5 g Perhydrol (Merck, z. Anal.) in 10 com Wasser und kihlte 
beide Lésungen auf 0° ab. Nachdem zur ,,Aktivierung*‘ von H,0, 
eine Spur von Mohrschem Salz zugesetzt war, wurden beide 
Lésungen zusammengegeben. Die Temperatur blieb unter 5°, so 
da8 keine merkliche Warmeentwicklung auftrat. Schon nach 
etwa 10 Minuten war die empfindliche Probe auf Thioglykolsaure 
mit Ferrichlorid [Andreaschsche Reaktion‘)] negativ und die 
Oxydation deshalb zu Ende. Nach einer halben Stunde atherte 
man 5mal aus und trocknete die vereinigten Atherausziige mit 
CaCl,. Nach dem volligen Wegdunsten des Athers auf dem Wasser- 
bad blieb ein fester, weiBer Riickstand, der nach dem Trocknen 
iiber konzentrierter H,SO, einen Schmelzpunkt von 101° zeigte 
und schon ziemlich reine Dithiodiglykolséure darstellte. Die Aus- 
beute betrug 4,1 g. Die rohe Dicarbonsiéure wurde nach den An- 


1) Die noch nicht veréffentlichte Methode der Titration mit Bleitetracetat 
wurde zuerst von Herrn Prof. Dimroth angegeben, der sie im Zusammen- 
hang mit anderen Zielen an einer Reihe von Beispielen im hiesigen Institut 
studieren lieB. 

*) Wir beabsichtigen, die H,O,-Oxydation von SH-Verbindungen an 
weiteren Beispielen zu untersuchen. 

3) Dargestellt nach P. Friedlander u. A. Chwala, Mh. Chem. 28, 250 
(1907). 

*) Ber. chem, Ges. 12, 1390 (1879); vgl. J. Ginsburg, S. Bondzynski, 
Ber. chem. Ges. 19, 113 (1886). 
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gaben von Biilmann!) ohne Verluste aus konzentrierter, ithe- 
rischer Lésung mit Petrolither umgefillt, wodurch die reine Di- 
thiodiglykolsfure mit dem verlangten Schmelzpunkt von 107° 
erhalten wurde (Biilmann gibt 107—108° an). 


In dem ersten Versuchsansatz mit 10 g Thioglykolsiure unter 
gleichen Versuchsbedingungen wie vorher wurden die Thioglykol- 
siure- und die H,O,-Lésung ohne vorherige Kiihlung zusammen- 
gegeben. Dabei trat eine auBerordentlich starke Warmeentwicklung 
auf, so daB-die Reaktionslésung fast ins Sieden geriet. Trotzdem 
gelang auch hier die Aufarbeitung ohne jede Schwierigkeit und es 
konnten wiederum 7,6 g reine, umkrystallisierte Dithiodiglykol- 
siure erhalten werden. 


Die Priifung der Dithiodiglykolsaure auf Reinheit erfolgte durch Titration 
mit n/10-NaOH (Indicator Phenolphthalein): 

1. 80,8 mg Substanz verbrauchten 8,87 ccm n/10-NaOH (ber. 8,87 ccm). 

2. 93,0 mg Substanz verbrauchten 10,25 ccm n/10-NaOH (ber. 10,21 ccm). 


Die Reinheit der verwendeten SH-Glutathionpraparate. 


Die Darstellung von krystallisiertem GSH erfolgte in einer 
Reihe von Versuchsansitzen aus PreB- und Bierhefe nach den 
Vorschriften von Hopkins”), von Pirie*) und von Kendall, 
Mc Kenzie und Mason.**) Ein weiteres Priparat von aus- 
gezeichneter Reinheit stammte von der Firma Hoffmann-La Roche 
in Berlin. Substanzen von verschiedener Herkunft waren zu 
Kontrollversuchen erforderlich. Der Schmelzpunkt wurde zu 
191—192° gefunden. Das Drehungsvermégen®) wurde in 5°/,iger 
waiBriger Lésung bei der griinen (A = 546 mu) und der gelben 
(A = 577 mu) Hg-Linie bestimmt: 





1) Liebigs Ann. 389, 357 (1905). 

2) J. of biol. Chem. 84, 269 (1929). 

3) Biochemic. J. 24, 51 (1930). 

4) J. of biol. Chem. 87, 55 (1930), und zwar S, 77. 

5) GréBere Mengen von frischer Bierhefe sind uns durch die Vermittelung 
von Herrn Dipl.-Ing. Senf vom Birgerbriu Wiirzburg zur Verfiigung gestellt 
worden, wofiir wir auch hier bestens danken. 

6) Zur Messung der Drehungen in dieser Arbeit diente ein moderner 
Polarisationsapparat von Schmidt & Haensch mit 3teiligem Gesichtsfeld 
und Monochromator. Die Ablesegenauigkeit des Teilkreises betrug 0,01°; 
aus je 10 Einstellungen nahm man bei der Ablesung das Mittel. Als Licht- 
quelle wurde eine Hg-Lampe benutzt. 
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— 0,47°- 100 








1. A= 546 : ct)= § 1 = 0,5 OE WS econ tens Tae 0. 
my: c?) [a]2 46 5-05 18,8 
2. 4 = 577 mp: 
— 0,43°- 100 
= 5 l = 0,5 OS Rest on ls td — 0. 
a)e [a]Z 72 5-05 17,2 
; — 0,21°-100 
b = 5 l = 0,25 2.3, = — # —— 0. 
ye [x] 2.8. 5-0,26 16,8 


Die spezifische Drehung fiir die gelbe Hg-Linie ist in der Literatur noch 
nicht angegeben. Hopkins fand[a]} >, = — 18,5° + 0,3°2°) und Hartmann‘) 


gibt [a];/, = — 18,3° an. 
53,6 mg Substanz gaben 76,6 mg CO, und 27,2 mg H,0O. 
50,5 mg o- 7 6,20 com N (24°, 744,1 mm). 


C1oH,,0,N,8 (307,23)  Gef. C 38,98°/, H 5,68°/, N 13,87°/, 
Ber. ,, 39,06 »» 9,08 »» 13,68 

Die zur Verfiigung stehenden GSH-Praparate wurden auBer- 
dem jodometrisch in waéBbriger Losung mit Starke als Indicator 
titriert. Die besonders bei Gehaltsbestimmungen in Organen und 
Gewebsfliissigkeiten viel benutzte jodometrische Titration darf als 
die beste Bestimmungsmethode der SH-Verbindung gelten und 
wurde in letzter Zeit eingehender in Modellversuchen von Mason‘), 
Kuhnau®) und von King und Lucas’) untersucht. Sie lieferte 
uns in Makro- und Mikroversuchen recht gute Resultate (nur 
auszugsweise wiedergegeben): 


1. 164,9 mg GSH verbrauchten 5,31 ccm n/10-Jodlésung (ber. 5,37 ccm). 
2. 15,67mg ,, “ 5,01ccm n/100- __se,, ( ., 5,10ccem). 
3. 15,67mg_,, m 5,06ccm n/100- __,, ( 5, 5,10ccm). 


Zur Darstellung von S§8-Glatathion. 


Die Oxydation von GSH zu GSSG wurde von uns einerseits 
durch Luftoxydation nach den Angaben von Johnson und 
Voegtlin’) (Methode A) und andererseits durch Oxydation mit 
H,O, (Methode B) ausgefiihrt. Die zuerst von Hopkins®) ver- 
mutete und von Grassmann, Dykerhoff und Kibeler!) und 


1) e = Konzentration (Gramm in 100 ccm Wasser), / = Lange des 
Polarimeterrohres in Dezimeter. 

2) A. a. O. 

5) In 2°/,iger waBriger Lésung bestimmt. 

4) Biochem. Z. 228, 489 (1930). 

5) J. of biol. Chem. 86, 623 (1930). 

6) Biochem. Z. 280, 353 (1931). 

7) Biochem. Z. 285, 66 (1931). . 

8) J.of biol. Chem. 75, 703 (1927); vgl. Hopkins, a.a.O. und zwar S. 317. 
®) A.a. O. 
10) Diese Z. 189, 112 (1930), und zwar S. 116. 
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von Kiihnau}?) gestiitzte Angabe, daB das Glutathionmolexiil 
wahrend der Luftoxydation teilweise zerstért wird, lieB sich nicht 
bestaétigen. Mason?) zeigte, daB die Unstimmigkeit in den 
Analysenwerten der nach dieser Methode erhaltenen Priparate 
auf der Anwesenheit von zur Isolierung benutztem Athylalkohol 
beruht, der von den aus waBriger Lésung gefillten Priparaten 
hartnackig zuriickgehalten wird’). NachMason nimmt 1 Mol GSSG 
beim Ausfallen aus konzentrierter waBriger Lésung etwa 2 Mole 
Alkohol auf, jedoch soll dieses Verhialtnis etwas mit den Versuchs- 
bedingungen wechseln. Nach seinen Feststellungen ist die vdllige 
{ntfernung von Alkohol durch Trocknen bei erhéhter Temperatur 
im Vakuum, wenn nicht unbedingt nétig, nicht ratsam. Mason 
schlagt vor, den Gehalt derartiger alkoholhaltiger Priparate an 
reinem GSSG durch Bestimmung des Stickstoffgehaltes an- 
genahert festzustellen. Wir wir zeigen konnten, kann auch die 
Beobachtung des Drehungsvermégens gut zu diesem Zweck 
benutzt werden. 


Darstellung von GSSG nach Methode A. 


Die Luftoxydation von krystallisiertem GSH wurde in zwei 
Versuchsansatzen mit je 0,5 g Substanz durchgefiihrt. Die er- 
haltenen lockeren, weiBen Pulver trocknete man nur gut im Vakuum 
iiber konzentrierter H,SO,. Die N-Bestimmung ergab unter- 
einander iibereinstimmende Werte: 
(GSSG Nr. 1)*): 43,4 mg Substanz gaben 4,65 com N (23°; 758,3 mm). 
Gef. N 12,33°/, (= 90,0°/, der Theorie). 

(GSSG Nr. 2)*): 39,9 mg Substanz gaben 4,35 com N (23°; 749,5 mm). 
Gef. N 12,40°/, (= 90,5°/, der Theorie). 
Ber. ,, 13,72°/, 


Von GSSG Nr. 2 wurde auBerdem die Drehung in 5°/,iger waBriger 
Lésung bestimmt: 


— 2,34°-100 
A=577 mu c=51=0,5 [a]2% = 


5-0,5 





= — 93,6°, 


Darstellung von GSSG nach Methode B. 


Bei der Ausarbeitung der Oxydation von GSH mit H,0, sind 
wir der Untersuchung von Pierie®) tiber den gleichen Gegenstand 





1) A.a. O. und zwar S. 366. 

2) A. a. O. 

3) Vgl. N. W. Pirie, K.G. Pinhey, J. of biol, Chem. 84, 321 (1929). 
» re Klammerausdruck wird als Praparatbezeichnung benutzt. 

) A. a. O. 
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begegnet. Pirie umgeht bei der Isolierung des Disulfids d’e Ver- 
wendung von Alkohol und gelangt zu analysenreinen Praparaten. 
Die Herstellung von GSSG in krystallisiertem Zustand ist bis 
jetzt jedoch noch nicht gelungen. Die Oxydation von GSH mit 
H,O, ist einfacher als die Luftoxydation und ist deshalb dieser 
vorzuziehen. 

Man loste 1,0 g GSH in 10 ccm Wasser, versetzte mit einer 
Spur von Mohrschem Salz?) und gab bei 0° eine Losung von 
0,2 g Perhydrol (Merck z. Anal.) in 5 cem Wasser zu.”) Man beob- 
achtete keine Temperatursteigerung und lieB bei gewoéhnl*cher 
Temperatur bis zum Verschwinden der empfindlichen Reaktion 
mit Nitroprussidnatrium, die die SH-Gruppe anzeigt, stehen. 
Die Oxydation war nach etwa 38 Stunden beendet. Nun wurde 
das Wasser in einer Krystallisierschale bei gewohnlicher Temperatur 
im Vakuum iiber konzentrierter H,SO, abgedunstet, wobei ein 
dicker Sirup ausfiel, der an einigen Stellen sehr diinner Schicht 
bereits erstarrte. Beim Durchriihren mit wenig absolutem Alkohol 
konnte glatt Verfestigung zu einem schneeweiBen, lockeren Pulver 
erzielt werden. Es wurde im Vakuum iiber konzentrierter H,SO, 
getrocknet. 

(GSSG Nr. 3): 55,5 mg Substanz gaben 6,45 com N (23°, 744,6 mm). 

48,9 mg a » 5,60 com N (21°, 754,5 mm). 
Gef.3) N 13,13°/,, 13,21°/, (=95,7 bzw. 96,3°/, d. Th.) 
C.9H4,0,,N,8. (612,45) Ber. ,, 13,72°/, 

Die vorliegenden Versuche bediirfen noch der Vervollstandigung. Die 

Drehungsbestimmung wurde in 5°/,iger waBriger Lésung vorgenommen: 


— 0, 
A= 577 mu c= 5§il= 0,25 [a]? oF aE 





== — 99,2°. 


Die gegen das Praparat (GSSG Nr. 2) gefundene erhdhte 
spezifische Drehung stimmt mit dem hdheren Stickstoffgehalt gut 
iiberein. Sie kommt, wie aus den nachfolgenden Versuchen hervor- 
geht, sehr nahe an das tatsichliche Drehungsvermégen des reinen 
Disulfids heran. Man kann mithin schon aus den wenigen vor- 
liegenden experimentellen Daten erkennen, daB die Bestimmung 
der spezifischen Drehung als Reinheitskriterlum von G5SG 
gewertet werden darf. 


1) Pirie fiigt CuSO, oder Cu,O als Katalysator zu. 

2) Theoretisch sind zur Oxydation 0,185 g Perhydrol nétig. 

3) C. Voegtlin u. H. W. Chalkley, Public Health Reports, U.S.A., 45, 
3041 (1930), und zwar S. 3046. 
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Die Geschwindigkeit der Oxydation von SH-Glutathion 
durch Wasserstoffsu peroxyd. 


Neben der Kinetik der Oxydation erhoffte man von diesem 
Versuch vor allem eine Aussage iiber das maximale Drehungs- 
vermdgen von GSSG ohne dessen notwendige Isolierung. Wegen 
des groBen Unterschiedes in den Drehungen von GSH und GSSG 
bot die Bestimmung des Drehungsvermégens ein einfaches Mittel 
zur Beobachtung des Fortschreitens der Oxydation. Zur Her- 
stellung der Reaktionslésung léste man 275 mg GSH in 2,5 eem 
Wasser (aus QuarzgefaBen destilliert) und setzte 3,0 ccm einer 
H,O,-Lésung zu, die 31,9 mg H,O, enthielt und die durch Ver- 
diimnung von Perhydrol mit gewoéhnlichem destillierten Wasser 
erhalten wurde. Die Gehaltsbestimmung der H,O,-Lésung erfolgte 
durch Titration mit n/10-KMnO, in gewohnter Weise (2 ccm ver- 
brauchten 12,50 cem n/10-KMnQ,). Da zur Oxydation theoretisch 
15,2 mg H,O, erforderlich waren, gelangte also ein UberschuB 
vom Oxydationsmittel zur Verwendung. Das Gesamtvolumen 
der Reaktionslésung betrug 5,5 ccm und die Konzentration von 
GSH am Anfang in ihr 5°/). Die Reaktionsldsung wurde nun 
moglichst rasch in ein Polarimeterrohr von 0,5 dm Lange ein- 
cefillt und sofort mit den Beobachtungen begonnen. Die Messungen 
wurden mit der gelben Hg-Linie und bei Zimmertemperatur (22°) 
vorgenommen?) und ergaben folgende Resultate: 








Tabelle 2. 
Reaktionsdauer on 22 
in Minuten O77 
0 — 0,439 2) 

5 — 0,59 ° 

20 - 0,98 ° 

35 - 1,32° 

50 - 1,63° 

80 — 2,04° 

110 - 2.320 

240 - 2.509 

Als Endwert wurde nach mehreren Stunden «7% =-— 2,51° beobachtet, 


welcher Wert sich auch durch langeres Stehen (12 Stunden) in keiner Weise 





1) Infolge Fortschreitens der Reaktion konnte hier, wenigstens bei den 
gréBeren Geschwindigkeiten zu Anfang der Oxydation, « nicht als Mittelwert 
bestimmt werden. 

2) Dieser Wert konnte aus begreiflichen Griimden nicht beobachtet 
werden, sondern wurde von der friiheren Drehungsbestimmung von GSH her 
iibernommen. 
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mehr anderte. Als spezifische Drehung: von GSSG in Wasser errechnet sich 


d 1); 
— og _— 2,51°- 100 


5-0,5 
Ein Zusatz einer Spur von Mohrschem Salz bewirkte eine 
auBerordentliche Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit, so 
daB in einem Parallelversuch unter gleichen Bedingungen schon 
nach 10 Minuten «3% =— 2,159 war. Die Frage nach der Teil- 
nahme von Katalysatoren bei obigem Versuch bedarf erst weiterer 
Untersuchungen.?) Die Reaktionslésung wurde schlieBlich in 
schon beschriebener Weise aufgearbeitet und GSSG isoliert. 


(GSSG Nr.4): 53,4 mg Substanz gaben 6,05 cem N (22°, 743 mm). 
54,0 mg i » 5,95 cem N (22°, 751 mm). 


Gef. N 12,82°/, 12,60°/, (= 93,4 bzw. 91,8°/, der Theorie). 

Der Geschwindigkeitsverlauf der Oxydation wurde schlieBlich 

noch bei der griinen Hg-Linie in einem neuen Versuchsansatz 

beobachtet. Da dieser Versuch in allen Bedingungen vollstandiyz 

der eben beschriebenen Kinetik entsprach, wurde auf eine Wieder- 

gabe der Einzelheiten verzichtet. Die Ergebnisse finden sich in 
folgender Tabelle zusammengestellt (A = 546 my; t = 22°). 


- — 100,4°, 











Tabelle 8. 
Reaktionsdauer - 
in Minuten "546 
0 — 0,479 3) 

5 — 0,70° 

20 — 1,09° 

35 — 1,43° 

65 — 1,95° 

95 — 2,31° 

305 — 2,89° 





Die letzte Beobachtung nach 5stiindiger Versuchsdauer stellt den End- 
wert dar. Hieraus ergibt sich als spezifisches Drehungsvermégen: 
— 2,89°-100 
OS ee eee —— ome 0 
[a]5% 5-08 115,6°. 
AnschlieBend wurde, um die Reproduzierbarkeit zu priifen, die Drehung 
nochmals bei der gelben Hg-Linie bestimmt: 
— 2,52°-100 
ee ae or 0. 
[x]3% 5.05 100,8 


') Die Lésung kann natiirlichauchals5°/,igan GSSGangenommen werden. 

2) Da bei der Herstellung der Wasserstoffsuperoxydlésung gewéhnliches 
destilliertes Wasser verwendet wurde, erscheint die Mitwirkung von Spuren 
von Eisensalzen durchaus méglich. 

3) Vgl. Anm. 2 auf 8S. 178. 
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Es herrscht somit mit dem Endwert des 1. Versuches gute 
Ubereinstimmung. Selbst nach 86stiindigem Stehen der Reaktions- 
lésung im Beobachtungsrok> trat keine Anderung des Drehungs- 
vermégens mehr ein. 


II, Oxydation von Leukomethylenblau mit molekularem Sauerstoff. 
A. Die Apparatur. 

In Verfeinerung der friihefen Messungen iiber die Geschwindig- 
keit der Sauerstoffaufnahme ‘der MH,-Lésungen wurde eine von 
Smith und Spoehr*) benutzte Apparatur verwendet, in welcher 
ein bei konstantem Druck (Atmosphirendruck) absorbiertes 
Sauerstoffvolumen durch nachflieBendes Wasser ersetzt und so 
gemessen werden kann. Vor kurzem haben Schwab und Ru- 
dolph?) die Anordnung ebenfalls zur katalytischen Hydrierung 
von Zimtséureithylester gebraucht. 
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Fig. 2. Fig. 3. 


Das ReaktionsgeféB (Fig. 2) aus Jenaer Glas mit 180 ccm 
Inhalt wurde in einem Thermostaten von 25° -+- 0,029 seiner 
Lingsrichtung nach in einer Schiittelvorrichtung geschiittelt, die 





1) J. Amer. chem. Soc. 48, 107 (1926). 
*) Z. physik. Chem., Abtg. B 12, 433 (1931). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCI. 13 
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mit Abanderung der Vorrichtung entsprach, wie sie O. Warburg 
in seiner bekannten Methode zur manometrischen Messung der 
Atmung verwandte.') Die besondere Art des Reaktionsgefibes 
erlaubte es, daB zu einer gegebenen Zeit die Katalysatorlésung 
im Tropftrichter T, der auf die Schiittelente aufgeschliffen war, 
zu der MH,-Lésung in S gegeben werden konnte, ohne dab die 
Apparatur mit der Atmosphire verbunden werden muBte. Die 
Messung war dann sofort zu beginnen. Die beiden Schliffe des 
ReaktionsgefaéBes waren leicht gefettet; auch bei sehr langer Ver- 
suchsdauer ergaben sich keine Undichtigkeiten. Die weitere An- 
ordnung der Apparatur geht aus Fig. 3 hervor. Die Biirette B 
besitzt eine 0,05 cem-Teilung, ihr Fassungsvermégen betrigt 
30 ccm. M ist ein abgekiirztes Manometer. Die Handhabung der 
Apparatur erfordert einige Ubung. 

Zur Ausfiihrung einer Messung muBte zunachst die Fillung 
des ReaktionsgeféiBes mit den Reaktionsteilnehmern erfolgen. In 
allen Versuchen, in denen die Wirkung eines Zusatzstoffes studiert 
wurde, fiillte man dessen Lésung zunichst in die Schiittelente S 
ein. Der Leukofarbstoff (0,1426 g) wurde quantitativ dann mit 
20 ccm Eisessig durch einen Trichter in den Reaktionsraum 
gespult. Hierauf erfolgte der Zusatz der nédtigen Menge von 
destilliertem Wasser, damit nach Zugabe der Katalysatorlosung 
das Volumen der Reaktionslésung 50 ccm betrug.”) Als Kata- 
lysatorlésung benutzte man eine m/10000-Cupriacetatlésung in 
n/1000-Essigséure.*) Hiervon wurden (bis auf eine Ausnahme) 
5 ecm in den Tropftrichter T einpipettiert.4) In allen Versuchen 
war MH, 10-?-molar und Cupriacetat 10->-molar.5) Nach der 
Fillung wurde das Reaktionsgefa8 in den Thermostaten eingesetzt 
und durch einen Vakuumschlauch mit dem ibrigen Teil der 
Apparatur auBerhalb des Thermostaten verbunden. Es erfolgte 
nun die Fillung der Apparatur mit O, durch 4maliges, ab- 

1) Siehe H. A. Krebs in ,,Die Methodik der Fermente‘S 3, 635 von 


C. Oppenheimer und L. Pincussen. 

2) Wie schon in der 1. Mitt. ausgefiihrt wurde, miissen die Lésungs- 
mittel (Merckscher Ejisessig z. Anal. u. destilliertes Wasser) aus Quarz- 
gefaBen destilliert werden. Man sattigte sie mit Sauerstoff. 

8) Durch entsprechende Verdiinnung aus einer als Stammlésung ver- 
wendeten m/100-Cupriacetatlésung in n/10-Essigsdure hergestellt. 

*) Um einen leicht vorstellbaren Begriff von der Menge des wirksamen 
Cuprisalzes zu geben, errechnet man fiir diese 5 ccm einen Gehalt von 0,0998 mg 
(CH,COO),Cu-H,O oder von 0,0318 mg Cu. 

°) Alle Konzentrationen werden in Mol pro Liter angegeben. 
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wechslungsweises Leerpumpen mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe 
und Einstrémenlassen von O, mittels der Haihne 3 und 4. Das 
abgekiirzte Manometer erlaubte dabei eine Orientierung iiber die 
Druckverhiltnisse. Ein Uberdruck konnte mit Hahn 5 aufgehoben 
werden. Nach Einregulierung der Mariotteschen Flasche A 
wurde bei gedffnetem Quetschhahn H und bei offenem Hahn 6 
vor Beginn der eigentlichen Messung zum Zwecke des Temperatur- 
und Druckausgleiches mit dem Schiitteln des ReaktionsgefiBes 
begonnen (100 Hin- und Hergiinge in der Minute). Nach etwa 
5 Minuten lieB man die Cupriacetatlésung in T bei geschlossenem 
Hahn 11) in die ruhende Schiittelente laufen, setzte die Schiittel- 
vorrichtung wieder in Gang und notierte die Zeit und den Wasser- 
stand in der Biirette. Das absorbierte O,-Volumen wird in B durch 
das aus A nachtropfende Wasser ersetzt. 


B. Die Messung von Sauerstoffabsorptionen. 

Die Resultate der nachfolgend angefiihrten Versuche wurden durch 
Kontrollversuche bestatigt. Jeder Versuch ist mindestens 2mal, meist jedoch 
éfters ausgefiihrt worden. Die Ubereinstimmung ist mit der beschriebenen 
Anordnung mitunter ausgezeichnet. Bei jedem Versuch wird nur die Reihen- 
folge der Zusammensetzung der Reaktionslésung in bezug auf ihre Her- 
stellung ohne Text angegeben; es muB zum Verstaéndnis auf die unter A. 
gemachten Angaben verwiesen werden. Die gefundenen O,-Volumina sind 
auf 0° und 760 mm umgerechnet. 

I (,,Normalversuch‘‘): 0,1426 g MH, + 20 ccm Eisessig + 25 cem H,O + 
5 ecem m/10000-Cupriacetat in n/1000-Essigsdure; ) = 743,5 mm. Ergebnisse 
in Tab. 4 (vgl. Fig. 1). 

II: 0,1426 g MH, + 20 ccm Eisessig + 20 com H,O + 10 ccm m/10000- 
Cupriacetat in n/1000-Essigsiure; b = 745mm. Ergebnisse in Tab. 4 (vgl. 
Fig. 1). 

IIIa: 0,1426 g MH, + 20 ccm Eisessig + 20 ccm H,O + 5 ccm m/1000- 
Mohrsche Salzlésung in n/100-Essigsiure?) + 5 ccm m/10000-Cupriacetat in 
n/1000-Essigsiure; b = 748 mm. Beobachtungen in Tab. 4 (vgl. Fig. 1). 

IIIb: Zusammensetzung der Reaktionslésung wie bei IIIa; b = 748 mm. 
Beobachtungen in Tab. 4. 

Tabelle 4. 








Versuchsdauer} 5 | 19] 15 | 20] 25] 30| 40] 50] 60] 70] 80 
in Minuten 
O.-Auf. { 2 |140]2,85]3,90] — | 5,90] 6,70 | 7,95 | 8,90 | 9,35 | 9,60 | 9,60 
silat II | 3,00 | 5,10 | 6,80 | 8,10 | 9,05 | 9,45 | 9,95 | 10,1) 10,1] — | — 
in com | LiLa} 1,65] 3,10 | 4,10 | 4,95 | 5,80 | 6,35 | 7,30 | 7,65 | 7,85 | 7,85 | 7,85 

‘mM | IILb | 1,75 | 3,00 | 4,10 | 5,00 | 5,75 | 6,30 | 7,30] 7,75] 7,90] — | — 


1) Um ein Zuriicksteigen und Leerlaufen des empfindlichen Hebers bei 
geringen Druckanderungen zu vermeiden. 
*) Die Ferrosalzlésung wurde ebenfalls in 7 gegeben. 
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Thioglykolséure als Antikatalysator der Oxydation 
von MH, durch O,. 


Die Antikatalysatorldsungen wurden durch entsprechende 
Verdiinnung einer n/10-Thioglykolsdurelédsung in gewohnlichem 
destillierten Wasser, deren Gehalt jodometrisch festgestellt wurde, 
erhalten. 10ccem der n/10-Thioglykolsiurelésung verbrauchten 
10,40 cem n/10-Jodlésung (Mittelwert aus 3 Titrationen). Mit 
dem hieraus sich ergebenden Faktor sind auch die im _ nach- 
folgenden benutzten n/1000- und n/10000-Thioglykolsiurelésungen 
zu versehen. 

IV: 5cem n/1000-Thioglykolsiure in H,O + 0,1426 g MH, + 20 ccm 
Kisessig + 20 com H,O + 5 ccm m/10000-Cupriacetat in n/1000-Essigsaure; 
b = 746 mm. — In 60 Minuten wurde keinerlei O,-Aufnahme erzielt. 

Mit m/10000-Thioglykolséurelésungen bei einem molaren 
Verhaltnis von Thioglykolsiure zu Cupriacetat von 1:1 ist die 
Antikatalyse nur dann zu beobachten, wenn die sehr verdiinnten 
Thioglykolséurelésungen erst unmittelbar vor Versuchsbeginn 
aus konzentrierteren hergestellt werden. Bei Beachtung dieser 
VorsichtsmaBregel erhailt man reproduzierbare Resultate, was 
durch die Versuche V und VI belegt wird. Die SH-Verbindung 
scheint in dieser Verdiinnung leicht zum Disulfid oxydiert zu 
werden.*) 

V: 5cem m/10000-Thioglykolsaure in H,O + 0,1426 g MH, + 20 ccm 
Eisessig + 20 com H,O + 5ccem m/10000-Cupriacetat in n/1000-Essigsaure; 


b = 748 mm. Resultate in Tab. 5. 
VI: Zusammensetzung der Reaktionslésung wie bei V; b = 757 mm. 


Beobachtungen in Tab. 5. 

Die Versuche VII und VIII sind mit m/10000-Thioglykol- 
siurelésungen ausgefiihrt, die bereits 3 Stunden gestanden hatten. 
Die Aufhebung bzw. Verringerung der antikatalytischen Wirksaim- 
keit ist deutlich sichtbar.?) 


VII: 5eem m/10000- omar kolsiure (?) in H,O + 0,1426 g MH, + 
20 ccm Eisessig + 20 cem H,O + 5 ccm m/10000- peammuiaals in n/1000- Essig- 


siure; 6 = 748 mm. 
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n {| 5 | 10 | 2 | 35 | 45 


7,20 8,35 











Versuchsdauer in Minuten 





9, 60 











2.85 5,80 9,15 























O,- -Aufnahme in ecm 


1) Vermutlich diirften Katalysatoren in dem zur Lésung verwendeten 


gewohnlichen destillierten H,O mitwirken. 
2) Die Ubereinstimmung der Versuche VII u. VIII kann aus begreif- 


lichen Griinden nicht so gut sein. 
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VIII: Zusammensetzung der Reaktionslésung wie in VII; 6 = 756 mm. 
Resultate in Tab. 5. 


SH-Glutathion als Antikatalysator der Oxydation 
von MH, durch Og. 


Die Versuche IX und X beziehen sich auf 2 GSH-Priaparate 
verschiedener Herkunft. 

IX: 5 ccm m/1000-GSH in n/100-Essigsiure + 0,1426 g MH, + 20 ccm 
Eisessig ++ 20 cem H,O + 5 ccm m/10000-Cupriacetat in n/1000-Essigsaure; 
b = 750 mm. Ergebnisse in Tab. 5. 

X: 5ccm m/1000-GSH in H,O + 0,1426 g MH, -+ 20 ccm Eisessig +- 
20 cem H,O + 5 ccm m/10000-Cupriacetat in n/1000-Essigsaure; 6 = 749 mm. 
Ergebnisse ebenfalls in Tab. 5. 


Tabelle 5. 


Oxydation von MH, mit O, unter Zusatz von SH-Verbindungen. 





Ve rsuchsdauer 
in Minuten 


,- Aufnahme 


’ 


( 








5 | 10] 15 60 | 70 | 80 | 90 | 100} 110] 120 











20 | 25 | 30 | 40 | 50 











V__|0,45]0,75]1,30]1,70]2,10]2,60]3,45]4,55]5,45]6,35]7,3018,0018,60]9,1019,40 
VI__ |0,70]1,00]1,40]1,80}2,20]2,60]3,5514,4015,40]6,40]7,2017,95|8,50] — [9,40 


in cem 


























) VIII }1,00]1,90]2,65]3,30/4,1014,8516,1517,35]8,25|8,90]9,45]9,75] — oe 
x {— 0 300,50 0,70]0,80}1,05]1,50}1,85]3,00]4,30]6,05]7,65]8,8519,5519,95 
X | — [0,10] — {0,40} — |0,75]1,10]1,55]2,20]3,30]4,90]6,60]7,9518,7019,40 


Oxydation von MH, mit O, 
unter Zusatz von Dithiodiglykolséureund 88-Glutathion. 


XI: 5cem m/1000-Dithiodiglykolsiure in n/100-Essigsiure -+- 0,1426 g 
MH, + 20ccm Eisessig + 20ccm H,O+5ccm m/10000-Cupriacetat in 
n/1000-Essigsiure; b = 743,56 mm. Beobachtungen in Tab. 6. 

XII: 5 ccm m/1000-GSSG (Praparat GSSG Nr. 1) in H,O + 0,1426 g 
MH, + 20 ccm Eisessig + 20 ccm H,O0+5cem wm/10000-Cupriacetat in 
n/1000-Essigsiure; 6 = 748 mm. Resultate in Tab. 6. 

XIII: 10 ccm m/1000-GSSG (Praparat GSSG Nr. 1) in H,O + 0,1426 g 
MH, + 20cem Eisessig + 15cem H,O+ 5ccm m/10000-Cupriacetat in 
n/1000-Essigsiure; b = 748 mm. Gegeniiber XII Verdoppelung der Disulfid- 
konzentration. Beobachtungen in Tab. 6. 

XIV: Die Reaktionslésung zeigte die gleiche Zusammensetzung wie in 
XII. Nur gelangte hier das Praparat GSSG Nr. 3 zur Anwendung; b = 746 mm. 
Ergebnisse in Tab. 6. 

XV: Die Versuchsbedingungen waren die gleichen wie in XII. Jedoch 
benutzte man das von N. W. Pirie, Cambridge, iiberlassene analysenreine 
GSSG; b= 748 mm. Resultate in Tab. 6. 

XVI: Die Zusammensetzung der Reaktionslésung entsprach der von 
XIII. Wie in XV wurde wieder das Piriesche Praparat verwendet; nur die 
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Konzentration des Disulfids war verdoppelt ; ) = 748 mm. Die Beobachtungen 


finden sich in Tab. 6. 


Tabelle 6. 


Oxydation von MH, mit O, unter Zusatz von Disulfiden 





Versuchsdauer 
in Minuten 


5 | 0 | 20 


30 





70|3,90]4,90]5,70|6,45 


] 

1 

O,-Aufnahme 1 
in ccm \XIV 1, 

1 

] 














40 


7,60 
7,90 
8,25 
7,85 
7,90 








b 
8.15 


50 | 60 
8,4519,00 
8,70}9,10 
9,00]9,40 
8,70]9,30 
8,70}9,15 
8,9019,30 


0 | 80 


9,30 





9,20/9,40 


9,65 
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Zur Chemie der Bakterien. 
1. Mitteilung: Wher die Lipoide der Diphtheriebakterien. 


Von 


Erwin Chargaff. 





(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10, August 1931.) 








Wahrend der letzten Jahre wurde die Chemie der Lipoide 
siurefester Bazillen (Tuberkelbakterien usw.) durch die Arbeiten 
R. J. Andersons und seiner Mitarbeiter in umfassender Weise 
studiert.,) Es zeigte sich, da fiir diese Gruppe pathogener 
Mikroorganismen nicht nur ibr langst bekannter hoher Gehalt an 
Fetten, Wachsen und ahnlichen Verbindungen charakteristisch ist, 
sondern daB diese sich auch in ihrer Zusammensetzung in sehr 
wesentlichen Punkten von andern in der Natur vorkommenden 
Lipoiden unterscheiden. Es sei nur auf das Auftreten von Polysac- 
chariden als alkoholische Komponente in Veresterung mit héheren 
Fettsiuren verwiesen}), ferner auf das Auftreten héherer gesittigter, 
z.T. optisch aktiver fliissiger Fettsiuren”), auf das Polysaccharid 
Maninositose*) und die sonst selten in der Natur aufgefundene 
d-Arabinose‘). Auch bei der Priifung an Tieren zeigten einige 
Fraktionen interessante biologische Eigenschaften °). 

Fiir einen anderen pathologisch wichtigen Mikroorganismus, 
den Bacillus diphtheriae, fehlte es an einer systematischen Trennung 
und Untersuchung der Substanzen, die ihm durch organische 
Liésungsmittel entzogen werden kénnen. Die itiberwiegende Zahl 





1) Vgl. die Ubersicht in Naturw. 19, 202 (1981). 

*) R. J. Anderson u. E. Chargaff, J. of biol. Chem. 84, 703, 85, 77 
(1929); Diese Z. 191, 157 (1930). 

8) R. J. Anderson u. E.G. Roberts, J. Am. Chem. Soc. 52, 
5023 (1930). 

*) E. Chargaff u. R. J. Anderson, Diese Z. 191, 172 (1930) 
u. zw. 176. 
5) F. R. Sabin u. Mitarbeiter, J. exper. Med. 52, suppl. 3 (1930). 
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aller sich mit diesem Bazillus befassenden Arbeiten handelt von 
den Bildungsbedingungen des Diphtherietoxins, seinen Kigenschaften 
usw. Die erste Erwihnung von Lipoiden aus Diphtheriebakterien 
stammt von H. Aronson?) 8S. Tamura’) beschreibt ein mit Al- 
kohol extrahierbares Phosphatid, welches 0,7°/, der Bakterien aus- 
macht, und das er auf Grund seines Gehaltes von 3,9°/, P und 
1,6°/, N als ein Monoaminomonophosphatid auffaBt. Sterine 
lieBen sich nicht nachweisen*’). Eine Reihe weiterer Unter- 
suchungen*) befaBt sich mit den immunisierenden Eigenschaften 
von Lipoidextrakten aus Diphtheriebakterien, ohne eine niahere 
chemische Charakterisierung der Fraktionen zu versuchen. 

Es erschien nicht nur aus Griinden der Systematik wichtig, 
auch bei den Diphtheriebakterien zu besser definierten Fraktionen 
zu gelangen. Fiir ein tieferes Verstindnis der von den Leibes- 
substanzen pathogener Bakterien selbst ausgeiibten Wirkungen 
wird es notwendig sein, immer die biologischen Kigenschaften 
der gesamten Bakterien mit denen der einzelnen Fraktionen zu 
vergleichen. 

Fir die Uberlassung des zur Untersuchung verwendeten Bak- 
terienmaterials méchte ich auch hier der Leitung der I. G. Farben- 
industrie A. G., Abt. Behring-Werke Marburg (Lahn) meinen ver- 
bindlichsten Dank aussprechen. Die Fraktionierung wurde im 
wesentlichen nach dem fiir die Menschentuberkelbakterien®) aus- 
gearbeiteten und auch bei nicht pathogenen siurefesten Mikro- 
organismen®) erprobten Extraktionsverfahren vorgenommen. Nur 
wurden in diesem Falle die Bakterien nicht wie sonst feucht in 
die Mischung von Alkohol und Ather eingetragen, sondern nach 
vorhergehender Trocknung bei 37°, so daB das entfettete Bak- 
terienmaterial noch zu Toxinstudien verwendet werden konnte”). 
Die Fett- und Phosphatidfraktion wurden mit absolutem Alkohol- 
Ather extrahiert. Auf diese vollige Wasserfreiheit der Loésungs- 


1) Chem. Z. 1901, I 471. 

2) Diese Z. 89, 289 (1914). 

8) Vgl. auch H. v. Behring, Diese Z. 192, 112 (1930). 

4) A.Boquetu. L. Négre, Chem. Z. 1920, IV 581; J. Freund, 
Chem. Z. 1927, I 2438; E. Krah u. E. Witebsky, Z. f. Immunfrschg. 66, 
59 (1930). 

5) R. J. Anderson, J. of biol. Chem. 74, 525 (1927). 

6) E. Chargaff, M. C. Pangborn u. R. J. Anderson, J. of biol. 
Chem. 90, 45 (1931). 

7) Uber die Stickstoffverteilung in entfetteten Diphtheriebakterien be- 
richtet J. Hirsch, Z. f. Hyg. 1931 (im Druck). 
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mittel und auf die vorhergegangene strenge Trocknung der Bak- 
terien ist wohl der Umstand zuriickzufiihren, daB bei den Di- 
phtheriebakterien im Gegensatz zu den siiurefesten Bakterien fast 
keine Polysaccharide in den Extrakten aufgefunden wurden. Die 
Trennung des Phosphatids vom Fett beruhte auf der Unldslichkeit 
des ersteren in Aceton. Zur Entziehung der dem Tuberkelbazillen- 
wachs entsprechenden Fraktion wurde eine Behandlung mit Chloro- 
form angeschlossen. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammen- 
gestellt und mit den bei Menschentuberkelbakterien erhaltenen !) 
verglichen. 
Tabelle 1. 


Lipoide der Diphtherie- und Menschentuberkelbakterien 
in Prozenten der Gesamtbakterien. 








Bakterien 














Fraktion Menschen- 
Diphtherie- | sieeeiead. 
Aceton-lésliches Fett ..... 3,97 6,20 
Aceton-schwerlésliches Fett. . 0,25 
Aceton-unlésliches Phosphatid 0,41 6,54 
TN Sn hide ee 0,27 11,03 
Gesamtlipoide.......... 4,90 23,77 
Polysaccharide ......... 0,08 0,87 
Bakterienriickstand....... 95,00 75,01 


Wie aus Tab. 1 hervorgeht, ist die Gesamtmenge der aus 
Diphtheriebakterien mit organischen Lésungsmitteln extrahierbaren 
Stoffe relativ gering: etwa 4,9°/,. Auch ist die Verteilung der 
einzelnen Fraktionen véllig anders als bei den siurefesten Bak- 
terien. Wihrend bei diesen, besonders bei den virulenten Stimmen, 
prozentuell die chloroformlésliche Wachsfraktion iiberwiegt, ist sie 
in den Diphtheriebakterien fast tiberhaupt nicht vorhanden. Rein 
iuBerlich betrachtet liegen bei den acetonléslichen Fettfraktionen 
die Verhaltnisse noch am dhnlichsten. 

Die iiberaus schonende Extraktion in der Kilte, wie sie hier 
vorgenommen wurde, ist nicht erschépfend. Bei einem energischeren 
Eingriff in das Zellgefiige, wie er etwa durch Kochen mit 1°/, HCl 
enthaltendem Alkohol bewirkt wird, werden noch weitere Extrakt- 
stoffe in Form eines braunen Ols freigemacht, welches 5,1°/, der 
Bakterien ausmacht und eine Jodzahl von 42,1 hat. Eine ahn- 





1) R. J. Anderson, J. of biol. Chem. 74, 525 (1927). 
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liche Beobachtung wurde auch bei den Timotheegrasbakterien ge- 
macht’). Fir eine systematische Untersuchung, deren Ziel doch 
ist, die einzelnen Fraktionen mdglichst in dem Zustand zu iso- 
lieren, wie sie in den Zellen funktionieren, ist eine derartig ra- 
dikale Behandlung nicht anwendbar. 

Das Phosphatid enthalt 1,42°/,) P und 0,79°/, N. 
P:N = 0,82:1, was einem Monoaminomonophosphatid ent- 
sprechen wiirde. Im Phosphatid der humanen Tuberkelbazillen ) 
ist P:N = 2,8:1. Es wiirde sich also in diesem Falle um ein 
Monoaminotriphosphatid handeln. 

Das acetonlésliche Fett hat die in Tab. 2 wiedergegebenen 
Konstanten. (Die Bestimmungen erfolgten nach dem vor kurzem 
beschriebenen Mikroverfahren.)*) Auffallend ist die ungewéhnlich 


Tabelle 2. 
Kennzahlen des Fettes der Diphtheriebakterien. 
Verseifungszahl . . . . . . . . . . 1765 
eee eee 
a 
a a ee oan Ce 


hohe Siurezahl, d. i. der hohe Gehalt an freien Fettsiuren im 
Fett. Bei Organismen von hoher enzymatischer Aktivitat, wie es 
die Bakterien sind, scheint ein groBer Teil des Fetts bei der 
Extraktion bereits durch Lipasen gespalten zu sein. — Durch 
ihre bedeutend schwerere Léslichkeit in Aceton wurde eine Fraktion 
eines Aceton-schwerléslichen Fettes abgetrennt, welches ge- 
miB seiner Jodzahl von 38,5 einen héheren Gehalt an gesittigten 
Fettsiuren zu haben scheint. Die Untersuchung der einzelnen 


Fraktionen ist im Gang. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der Oster- 
reichisch-Deutschen Wissenschaftshilfe, die die Ausfiihrung 
der vorliegenden Untersuchung erméglichten, sei der ergebenste 


Dank ausgesprochen. 


Beschreibung der Versuche. 
Extraktion der Bakterien. 
Die zur Untersuchung verwendeten Diphtheriebakterien wurden 
8—10 Tage auf Bouillon geziichtet, hierauf von derselben getrennt 
und mehrmals auf der Zentrifuge gewaschen. Die feuchten Bakterien 





1) E. Chargaff, M. C. Pangborn u. R. J. Anderson, a. a. O. 51 f. 
*) R. J. Anderson, J. of biol. Chem. 74, 537 (1927) u. zw. 540. 
8) E. Chargaff, Diese Z. 199, 221 (1931). 
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wurden einige Stunden in diinner Schicht bei 37° entwissert, in 
einer Stahlmiihle in ein feines Pulver verwandelt und unter ver- 
mindertem Druck iiber P,O, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Diese Vorbehandlung, eine Abweichung von dem bei den siure- 
festen Bakterien angewendeten Verfahren, wurde nur vorgenommen, 
um zu verhindern, daB Toxinstoffe in die Extrakte iibergehen. 

292,88 g der trockenen Bakterien wurden in 1300 ccm einer 
Mischung aus gleichen Teilen absoluten Alkohols und absoluten 
Athers eingetragen und verschlossen bei Zimmertemperatur im 
Dunkeln unter hiufigem Umschiitteln extrahiert. Alle Lésungs- 
mittel waren frisch destilliert und mit N, gesittigt. Auch wurde, 
soweit es nur méglich war, in Stickstoffatmosphire gearbeitet. 
Nach vier Wochen wurde abfiltriert, die Bakterien auf der Nutsche 
mit absolutem Alkohol und absolutem Ather gewaschen und neuer- 
lich durch 12 Tage mit 600 ccm absolutem Alkohol—Ather extra- 
hiert. Die vereinigten rétlich-gelb gefarbten Ausziige wurden bei 
30—85° durch Durchblasen von N, vom Ather befreit und unter 
vermindertem Druck vom Alkohol. "Der Riickstand wurde in Ather 
aufgenommen, oftmals mit Wasser geschiittelt und die Lésung 
mittels Na,SO, getrocknet. 


Abscheidung des Phosphatids. 


Die atherische Lésung wurde auf 30 ccm konzentriert und 
mit 100ccm Aceton versetzt, wobei ein gelbes, bald erstarrendes 
Ol ausfiel. Die Lisung wurde vom Riickstand dekantiert und 
dieser mit wenig eiskaltem Aceton gewaschen. Aus der Lésung 
schied sich nach 12 stiindigem Stehen im Eisschrank noch weiteres 
Phosphatid ab, welches mit der Hauptmenge vereinigt, in 60 ccm 
Ather gelést und mit 100 ccm Aceton gefallt wurde. Die ver- 
einigten Lésungen wurden eingeengt und die geringe dabei ent- 
standene Fallung mit dem Phosphatid vereinigt. Dieses wurde 
hierauf 3 mal aus 15 ccm Ather mit 80 ccm Aceton und 3 mal aus 
10ccm Ather mit 20 ccm Aceton gefillt. Die letzte Fallung wurde 
in 15ccm Ather gelést und tropfenweise in 30 ccm eiskaltes Aceton 
einflieBen gelassen. Der Niederschlag setzte sich aber auch dieses 
Mal nicht kérnig ab, sondern als eine recht klebrige Masse, die 
abzentrifugiert, in Ather gelést und aus diesem als amorphe grau- 
weiBe Substanz erhalten wurde. Das Phosphatid wog 1,17 g. 
Ks enthalt Phosphor und Stickstoff im Verhiltnis 0,82:1, kénnte 
also als Monoaminomonophosphatid aufgefaBt werden. 
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Phosphor (Pregl-Lieb): 31,756 mg, 23,767 mg Substanz gaben 
31,269 mg, 23,243 mg (NH,),PO, - 12Mo00,,. 
Gef. P 1,43, 1,42°/,. 
Stickstoff (Kjeldahl): 24,057 mg, 27,307 mg Substanz verbrauchten 


1,32, 1,57 cem 0,01 n-HCl. 
Gef. N 0,77, 0,80°/,. 


Abscheidung des Fettes. 


Die Acetonlésungen von der Phosphatidfallung wurden — bis 
auf die Mutterlauge der letzten Fiallung (vgl. u.) — vereinigt und 
konzentriert. Nach Trocknen iiber P,O, und Paraffin hinterblieb 
das Fett, 11,45 g einer gelbbraunen weichen Masse. Das Fett 
enthalt fast keinen Phosphor, jedoch etwas Stickstoff. Beziiglich 
seiner Konstanten vgl. Tab. 2. 

Phosphor (Pregl-Lieb): 47,900 mg, 40,735 mg Substanz gaben 
1,552 mg, 1,059 mg (NH,),PO, - 12 Mo0O,. 

Gef. P 0,05, 0,04°,. 
Stickstoff (Kjeldahl): 87,958 mg Substanz verbrauchten 1,93 mg 


0,01 n-HCI. 
Gef. N 0,71°/. 


Verseifungszahl (Mikrobestimmung'): 41,180 mg, 89,935 mg Substanz 
verbrauchten (KOH-Verbrauch ausgedriickt in 0,05 n-H,SO,) 2,585, 2,518 ecm. 
Gef. Verseifungszah] 176,1, 176,9. 

Siurezahl'): 69,612 mg Substanz verbrauchten 5,224 ecem 0,03 n-KOH. 

Gef. Siurezahl 126,3. 

Jodzahl (Hanus?): 27,442 mg, 14,832 mg Substanz verbrauchten (Jod- 

verbrauch ausgedriickt in 0,05 n-Na,S,O,) 2,635 cem, 1,452 cem. 
Gef. Jodzahl 60,9, 62,1. 

Die Aceton-Atherlésung von der letzten Phosphatidfallung 
wurde im Vakuum eingedampft. Es wurden 0,83 g einer leuchtend 
gelben weichen Masse erhalten: das Aceton-schwerlésliche 
Fett. Es enthalt etwas Stickstoff, fast keinen Phosphor. Seine 
im Vergleich zu der eigentlichen Fettfraktion niedrigere Jodzahl 
deutet darauf hin, daB es zu einem gréBeren Teile aus gesittigten 
Siuren aufgebaut ist, worauf auch seine geringere Léslichkeit be- 
ruhen mag. 


Phosphor: 33,358 mg Substanz gaben 0,851 mg (NH,),PO, + 12 Mo0,. 
Gef. P 0,037°/,. 


Stickstoff: 14,122 mg Substanz verbrauchten 0,62 cem 0,01 n-HCl. 
Gef. N 0,61°/,. 


1) E. Chargaff, Diese Z. 199, 221 (1931). 
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Jodzahl: 19,115 mg Substanz verbrauchten (Jodverbrauch ausgedriickt 
in 0,05 n-Na,S,O,) 1,159 ccm. 
Gef. Jodzahl 38,5. 


Untersuchung der wiBrigen Liésung. 


Wie oben erwihnt, wurde der Riickstand der Alkohol-Ather- 
lésung, der die gesamten Extraktstoffe enthielt, in Ather auf- 
genommen und mit Wasser geschiittelt. Die wiBrige Lisung wurde 
mit etwas Bleiacetat versetzt, von geringem schleimigem Nieder- 
schlag filtriert und unter vermindertem Druck auf 5ccm konzentriert. 
Auf Zusatz von basischem Bleiacetat und Ammoniak entstand eine 
weiBe Fallung, die mit H,S zerlegt wurde. Das Filtrat vom PbS 
wurde im Vakuum konzentriert und daraus eine geringe Menge, 
0,23 g, eines Sirups erhalten. Dieser verhielt sich nicht wie die 
Polysaccharide aus Tuberkelbakterien.') Er reduzierte Fehling- 
sche Liésung auch nicht nach Kochen mit verdiinnter H,SO, und 
gab eine nur ganz schwache Reaktion mit «-Naphthol, eine etwas 
deutlichere Pentosenreaktion (Phloroglucin). 


Extraktion der Bakterien mit Chloroform. 


Die entfetteten Bakterien wurden lingere Zeit hindurch 
im Vakuumexsiccator tiber P,O, und Paraffin getrocknet. Sie 
wogen 274,51 g und bildeten ein feines sandfarbenes Pulver. 

Kin Vorversuch mit einem Teil der mit Alkohol—Ather extra- 
hierten Bakterien ergab, daB diese nur sehr wenig CHC],-lésliches 
Wachs enthielten. 23,1894 g der Bakterien wurden 14 Tage mit 
400 ccm Chloroform in der Kalte extrahiert. Es wurden 23,1184 ¢ 
Trockenbakterien und nur 0,0672 g Wachs, eine hellgelbe weiche 
Masse, erhalten, was einem Prozentgehalt von etwa 0,27°/, ent- 
spricht. Es wurde vorliufig darauf verzichtet, die gesamten zur 
Verfiigung stehenden Bakterien derart zu behandeln. 


Extraktion des Bakterienriickstandes 
mit siurehaltigem Alkohol. 


20,00 g der entfetteten Bakterien wurden in 200 ccm Alkohol, 
der 1°/, HCl enthielt, suspendiert und 4 Stunden am RiickfluB- 
kiihler gekocht. Die braungefarbte Lésung wurde abfiltriert und 
der Riickstand mit Alkohol und Ather gewaschen. Die Lisungen 
wurden im Vakuum eingeengt, das zuriickbleibende Ol in Ather 





| E. Chargaff u. R. J. Anderson, Diese Z. 191, 172 (1930). 
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und Wasser aufgenommen, die aitherische Lésung mit Na,SO, ge- 
trocknet und verdampft. Sie hinterlieb 1,02 g (5,1°/, des Ausgangs- 
materials) eines dunkelbraunen dinnflissigen Ols von der Jod- 
zahl 42,14. 


Jodzahl: 56,397 mg Substanz verbrauchten 3,745 ecm 0,05 n-Na,S,0,. 
Gef. Jodzahl 42,14. 


ee 


2. Mitteilung. Uber die Lipoidverteilung in sdurefesten Bakterien. 


Von 


Erwin Chargaff. 


Die Gruppe der siurefesten Bakterien, zu welcher die Tuberkel- 
und Leprabakterien gehéren, verdankt ihren Namen einer charak- 
teristischen Ejigenschaft dieser Mikroorganismen, namlich der 
Fahigkeit, gewisse Farbstoffe hartnickig festzuhalten und auch 
bei Behandlung mit saiurehaltigem Alkohol die Farbung nicht zu 
verlieren. Uber die Ursachen dieser Erscheinung und iiber an- 
gebliche Uberginge innerhalb dieser Gruppe, der noch verschiedene 
nicht pathogene Organismen, wie die Smegma-, Schildkrétentuberkel- 
und Timotheegrasbakterien angehéren, bestehen zahlreiche An- 
gaben’). Im allgemeinen wird angenommen, daB dascharakteristische 
Verhalten dieser Bakterien ursichlich mit ihrem hohen Gehalt an 
Fetten, Wachsen und ahnlichen Verbindungen zusammenhangt, der 
30°/, der Gesamtmasse und mehr erreicht. Ks liegen vergleichende 
Untersuchungen iiber den Gesamtgehalt an Lipoiden in verschiede- 
nen Bakterien vor?), jedoch erst R. J. Anderson’) ist die Ausarbei- 
tung eines iibersichtlichen und zu systematischen Untersuchungen 
geeigneten Extraktionsganges zu verdanken, welcher die Trennung 
der in organischen Lésungsmitteln léslichen Zellbestandteile in die 
Phosphatid-, Fett- und Wachsfraktionen gestattet. Bis jetzt wurde 
nach dieser Methode die Lipoidverteilung in folgenden Bakterien- 





) Vgl. die Zusammenstellung in H.G. Wells, L.M.De Witt u. 
E. R. Long, The chemistry of tuberculosis, Baltimore 1923, S. 85 ff. 

*) W. Pfannenstiel, Z. f. Hyg. 95, 87 (1922); E.R. Long u. 
L. K. Campbell, Am. Rev. of Tub. 6, 636 (1922). 

8) R. J. Anderson, J. of biol. Chem. 74, 525 (1927). 
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stimmen untersucht: Menschliche?), Vogel-, Rindertuberkelbak- 
terien*) und Timotheegrasbakterien *). Die Phosphatidfraktionen der 
Tuberkelbakterien und die darin enthaltene Phthionsiure C,,H,,0, 
zeigten beim Tierversuch interessante biologische Eigenschaften, 
indem sie Bildung von tuberkuloidem Gewebe bewirkten.*) Ob die 
Mengenverhiltnisse der einzelnen Fraktionen in den verschiedenen 
Bakterienstimmen im Zusammenhang mit der Virulenz dieser 
Stimme stehen, ist noch unbekannt. 

Es erschien von Interesse, die Lipoidverteilung auch in nicht 
pathogenen, mit den Tuberkelbakterien verwandten Stimmen fest- 
zustellen. Ich untersuchte daher auf Anregung von Geh. Rat Prof. 
M. Hahn die Verhiltnisse bei den Schildkrétentuberkel- und 
Smegmabakterien (beide auf Glycerinbouillon geziichtet und 
unter immer gleichen Bedingungen extrahiert) und erhielt die in 
Tab. 1 zusammengestellten Werte: 


Tabelle 1. 


Lipoide der Schildkrétentuberkel- und Smegmabakterien 
in Prozenten der Gesamtbakterien. 

















Bakterien 
Fraktion uiietuee igi 
Schildkréten-| 
tuberkel- | Smegma- 
Acetonlésliches Fett ...... 14,9 7,1 
Aceton-unlésliches Phosphatid 2,0 4,0 
Chloroformlésliches Wachs . . 1,4 2,1 
Gesamtlipoide.......... 18,3 13,2 
Polysaccharide ......... 1,2 — 
Bakterienriickstand....... 80,6 86,8 








Ein Vergleich dieser Resultate mit den fiir die Tuberkelbakterien 
erhaltenen ) zeigt, daB diese bedeutend mehr Wachs enthalten, 
wahrend wieder die beiden nicht pathogenen Stamme viel reicher an 
der acetonléslichen Fettfraktion sind. 





1) R. J. Anderson, J. of biol. Chem. 74, 525 (1927). 

2?) R.J. Anderson u. E.G. Roberts, J. of biol. Chem. 85, 509, 
529 (1930). 

8) E.Chargaff, M. C. Pangborn u. R. J. Anderson, J. of biol. 
Chem. 90, 45 (1931). 

‘) F. R. Sabin, C. A. Doan u. C. E. Forkner, J. exper. Med. 52, 
suppl. 3 (19380). 
5) Vgl. Tabelle 1 in Naturw. 19, 203 (1931). 
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Da nur kleine Mengen der einzelnen Mikroorganismen zur 
Verfiigung standen, wurde zur naheren Charakterisierung der Fett- 
fraktionen eine vor kurzem beschriebene Mikromethode’) ver- 
wendet. 

Die Schildkrétentuberkelbakterien sind ein Beispiel 
eines Kaltbliitertuberkelbazillus und wurden seinerzeit auf Emp- 
fehlung von F. F. Friedmann auch therapeutisch verwendet. Die 
acetonlisliche Fettfraktion hatte eine Verseifungszahl von 188,8 
und eine Jodzahl von 52,4. Nach der Verseifung mit KOH lassen 
sich in der waBrigen Lésung nebeneinander Glycerin und Poly- 
saccharide nachweisen, welche durch verdiinnte Saéuren in redu- 
zierende Zucker gespalten werden. Das Fett ist also, analog den 
Verhaltnissen bei den Tuberkelbazillen?), nur zum Teil ein echtes 
Glycerid, zum Teil jedoch eine Fettsiiureverbindung eines Poly- 
saccharids, — Die unverseifbaren Anteile enthalten keine die ib- 
lichen Reaktionen gebenden Sterine. Es scheint iiberhaupt, dab 
Sterine in pathogenen Bakterien noch nie einwandfrei nachgewiesen 
worden sind. — 94,1°/, des Fetts bestehen aus Fettsiuren von 
der Jodzahl 58,2. Die Trennung in feste und fliissige Siuren nach 
der Bleisalz—Athermethode, und zwar nach der Vorschrift von 
F. Varrentrapp’), die sich beim Tuberkelbazillenfett gut bewahrt 
hat, ergab 29,3°/, feste und 68,9°/, fliissige Sauren. Die festen 
Siiuren, fraglos ein Gemenge, hatten nach Umlésung aus CH,OH 
den Schmelzp. 71° (korr.) und das Aquivalentgewicht 354,6 tit 
sprechend einer Saiure C,,H,,0, (354,3). Die flissigen Fettsiuren 
hatten eine Jodzahl von nur 68,28, was bei Anwesenheit von 
Olsiure als ungesiittigter Saéure einem Gehalt von 24,1°/, an 
fliissigen, gesiittigten Saéuren entsprechen wiirde, bei Anwesenheit 
von Linolsiiure einem Gehalt von 62,0°/,. Das Aquivalentgewicht 
der fliissigen Saiuren ist 335,1, also zwischen C,,H,,O0, und C,,H,,0, 
liegend. Es liegen demnach prinzipiell ahnliche Verbiltnisse vor 
wie beim Tuberkelbazillenfett: Héhermolekulare feste und ge- 
sittigte, fliissige Fettsiuren. Leider erlaubten die geringen vor- 
handenen Mengen (0,17 g feste, 0,40 g fliissige Siuren) keine 
weiteren Untersuchungen. 

Das Phosphatid der Schildkrétentuberkelbakterien enthilt 
8,16°/, P und 0,39°/, N. — Die Polysaccharidfraktion, die, 


) E. Changett, Diese Z. 199, 221 (1931). 

*) R. J. Anderson u. E, Chargaff, J. of biol. Chem. 84, 703 (1929) 
u. zw. 705 f.; Diese Z. 191, 157 (1930) u. zw. 160. 

8) Liebigs Ann. 35, 196 (1840). 
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wie bei fast allen siurefesten Bakterien, zugleich mit dem Fett 
und dem Phosphatid extrahiert wird, reduziert Fehlingsche 
Lésung nicht, wird jedoch nach Kochen mit Sauren in stark re- 
duzierende Zucker gespalten. Sie enthalt Hexosen und Pentosen, 
ihnelt also den in den Tuberkelbazillen aufgefundenen Poly- 
sacchariden }), 

Das Fett des Smegmabazillus, eines in fettigen Sekreten 
vorkommenden Saprophyten, hat eine Verseifungszahl von 183,9 
und eine Jodzahl von 45,0. — Das Phosphatid enhilt 2,36°/, P 
und 0,39°/, N. (P:N = 2,9:1.) — Die Smegmabazillen sind der 
einzige siurefeste Bakterienstamm, bei dem kein in die Alkohol— 
Atherlésung iibergehendes Polysaccharid gefunden wurde. 

Um den Einflu8 der Nahrlésung auf die Lipoidverteilung in 
Bakterien zu erkennen, wurden zwei, bereits auf synthetischer 
Nahrlésung untersuchte Arten ebenfalls auf Glycerinbouillon ge- 
ziichtet und nach demselben Fraktionierungsgang untersucht: die 
Vogeltuberkel- und Timotheegrasbakterien. Die Resultate sind 
in Tab. 2 zusammengestellt und mit den Ergebnissen verglichen, 
die bei Verwendung der synthetischen Nahrlésung nach EK. R. Long?) 
erhalten wurden.’) 

Tabelle 2. 


Lipoidverteilung in auf verschiedener Nihrlésung geziichteten Bakterien 
in Prozenten der Gesamtbakterien. 




















Bakterien 
Fraktion Vogeltuberkel- Timotheegras- 
(Long) | (Bouillon) (Long) | (Bouillon) 
_ ee 2,2 11,3 2,8 9,1 
Phosphatid ..... 2,3 2,0 0,6 1,7 
WHS sc ch ews 10,8 11,0 5,0 1,1 
Gesamtlipoide ... 15,3 24,3 8,4 11,9 
Polysaccharide . . . 1,0 2,5 3,9 0,2 
Bakterienriickstand 83,7 13,2 | 87,7 88,7 














Die wesentlichste Wirkung der Ziichtung auf Glycerinbouillon scheint 
also eine betrichtliche Erhéhung der acetonléslichen Fettfraktion 
zu sein. Es wire zu erwagen, ob man sich dieser T'atsache zur 





1) Vgl. E. Chargaff, u. R. J. Anderson, Diese Z. 191, 172 (1930). 

*) Tubercle 6, 128 (1924). 

5) R.J.Anderson u. E.G. Roberts, aa.0.; E.Chargaff, 
M.C. Pangborn u. R. J. Anderson, a. a. O. 
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praparativen Herstellung gréBerer Mengen der fiir die Tuberkel- 
bakterien spezifischen Fettsiuren T'uberculostearin- und Phthion- 
siure'), die in der Fettfraktion besonders reichlich vorhanden 
sind, bedienen kénnte. 

Um einen Vergleich zu erméglichen, sind in Tab. 3 die Kenn- 
zahlen aller bisher untersuchten Fette der siurefesten Bakterien 
zusammengestellt. 











Tabelle 3. 
Kennzahlen der Fettfraktionen siiurefester Bakterien. 
Bakterien 
Mensehl. | Vogel- | Timothee ras- | | Schild- 
Tuberkel-| tuberkel- ——— en . = kroten- 
(Long) (Bouillon) (Long) | Bouitlon) ‘B* ey | Bouillon) 
Verseifungs- | | | | 
zahl ...{ 2036 | 198,38 | 2318 | 1845 | 1839 | 1888 
Jodzahl.. . 52,6 | 39,6 | 72,3 47,2 | 45,0 | 52,4 
| | | 





Ks ist auffillig, wie weitgehend — bis auf wenige Ausnahmen — die 
Kennzahlen dieser Verbindungen iibereinstimmen. 


Die vorliegende Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft und der Oster- 
reichisch-Deutschen Wissenschaftshilfe ausgefiihrt, wofiir 
ich auch hier meinen herzlichsten Dank aussprechen miéchte. 


Beschreibung der Versuche.’) 
I. Schildkrotentuberkelbakterien. 


a) Fraktionierung der Bakterien: 

Der zur Untersuchung verwendete Bakterienstamm stammte 
aus einer Ampulle mit Schildkrétentuberkelbakterien, wie sie s. Z. 
zur Tuberkulosebehandlung nach F. F. Friedmann verwendet 
wurden. Die Ziichtung erfolgte in diesem Falle wie auch bei 
den anderen hier besprochenen Bakterienstimmen bei 37° auf 
Bouillon, der 5°/, Glycerin und 1°/, Pepton (Witte) zugesetzt 
wurden. Die etwa 3 Wochen alten Kulturen wurden zentrifugiert, 


1) R. J. Anderson u. E.Chargaff, J. of biol. Chem. 85, 77 (1929); 
Diese Z. 191, 157 (1930). 

*) Bei allen Versuchen wurden die iiblichen Vorkehrungen beziiglich 
weitgehender Verdriingung der Luft durch N,, Anwendung frisch destillierter 
Lésungsmittel usw. getroffen. 
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die weiBe Bakterienmasse wurde auf der Zentrifuge oftmals mit 
Wasser gewaschen und noch feucht in 250 ccm Alkohol—Ather 
eingetragen. Die Extraktion dauerte 14 Tage. Sie wurde im 
Dunkeln bei Zimmertemperatur unter hiufigem Umschiitteln vor- 
genommen. Hierauf wurden die Bakterien abfiltriert, auf der 
Nutsche gewaschen und mit 200 ccm Chloroform ebenfalls 14 Tage 
lang behandelt. 

Die Alkohol—Atherlésung wurde unter vermindertem Druck 
auf ein kleines Volumen gebracht, die hinterbleibende Suspen- 
sion in Wasser aufgenommen und mit Ather geschiittelt. Aus 
der getrockneten Atherlésung wurden 0,9004 g einer gelbroten 
weichen Masse erhalten, die in 10 ccm Ather gelést und mit 
30 com Aceton versetzt wurde. Es fiel ein farbloses Ol aus, 
welches beim Stehen im Eisschrank erstarrte. Es wurde abzentri- 
fugiert, mit wenig eiskaltem Aceton gewaschen und in Ather ge- 
list. Nach Verdampfen der Lésung wurde das Phosphatid er- 
halten, 0,1068 g einer farblosen, durchsichtigen Masse. Es enthilt 
3,16°/, P und 0,39°/, N. 

Phosphor (Pregl-Lieb): 17,169 mg Substanz gaben 37,363 mg 


(NH,),PO,-12 MoO,. 
Gef. P 3,16°/,. 


Stickstoff (Kjeldahl): 21,261 mg Substanz verbrauchten 0,59 ccm 


0,01 n-HCl. 
Gef. N 0,39°/,. 


Die vereinigten Ather—Acetonlésungen ergaben nach Ver- 
dampfen die Fettfraktion, 0,7861 g einer hellbraunen weichen 
Masse. Das Fett hat die Verseifungszahl 188,8, die Jodzahl 52,4. 

Verseifungszahl'): 28,558 mg, 21,749 mg Substanz verbrauchten (KOH- 
Verbrauch ausgedriickt in 0,05 n-H,SO,) 1,933 cem, 1,456 ccm. 

Gef. Verseifungszahl 189,9, 187,7. 

Jodzahl (Hanus'): 23,878 mg Substanz verbrauchten (Jodverbrauch 
ausgedriickt in 0,05 n-Na,S,0,) 1,970 cem. 

Gef. Jodzahl 52,35. 

Die Suspension der Bakterien in Chloroform muBte zur 
volligen Klirung unter 2,5 atm. N,-Druck durch ein Seitz-Filter 
geschickt werden. Das Filtrat wurde im Vakuum auf 2 ccm 
konzentriert, filtriert und verdampft. Es lieferte die Wachs- 
fraktion, eine weiBe Masse vom Gewicht 0,0737 g. 

Die wiBrige Lésung, die nach Extraktion des Fetts und 
Phosphatids mit Ather hinterblieb, wurde unter vermindertem 


1) E. Chargaff, Diese Z. 199, 221 (1931). 
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Druck auf 5 ccm gebracht nnd mit einigen Tropfen einer 20°/, igen 
Bleiacetatlésung geklart. Nach Abzentrifugieren des Niederschlags 
wurde die Lésung abermals eingeengt und mit einem Uberschu8 
einer Lésung von basischem Bleiacetat und mit NH,OH versetzt, 
worauf ein voluminéser weiBer Niederschlag ausfiel, welcher ab- 
filtriert, gewaschen, in Wasser suspendiert und mit H,S zerlegt 
wurde. Die filtrierte Lésung ergab beim Einengen im Vakuum 
einen gelblichen, sehr zihen Sirup vom Gewicht 0,0612 g, die 
Polysaccharidfraktion. Diese verhalt sich qualitativ ganz 
so wie die entsprechenden Fraktionen aus Tuberkelbazillen: Sie 
reduziert Fehlingsche Liésung erst nach Kochen mit verdiinnter 
HCl, gibt Rotfiirbung mit Phloroglucin und konz. HCl, den vio- 
letten Ring mit ¢-Naphthol und konz. H,SO,, enthalt also Pentosen 
und Hexosen. 

Die entfetteten Bakterien, bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet, wogen 4,2622 g und bildeten ein grauweiBes Pulver. 


b) Untersuchung der Fettfraktion: 


0,68 g des acetonléslichen Fettes wurden 2 Stunden in 10 ccm 
5°/,iger alkohol. KOH am RiickfluBkiihler gekocht. 5ccm Alkohol 
wurden hierauf abdestilliert, der Riickstand mit Wasser verdiinnt 
und mehrmals mit Ather geschiittelt. Die atherische Lésung wurde 
mit Wasser gewaschen und mit Na,SO, getrocknet. Sie ergab die 
unverseifbaren Bestandteile, ein gelbes Ol, etwa 0,01 g 
(1,5°/, des Fettes). Dieses gab in Chloroformlésung weder die 
Salkowski- noch die Liebermann-Burchard-Reaktion. In 
beiden Fallen trat nur Verfairbung nach Braunrot ein. 

Die Seifenlésung wurde mit HCl angesiuert und mit Ather 
extrahiert. Dieser ergab nach Waschen und Trocknen die Fett- 
siuren, 0,64 g (94,1°/, des Fettes), eine gelbe Masse von der 


Jodzahl 58,2. 


Jodzahl: 14,281 mg Substanz verbrauchten 1,310 cem 0,05 n-Na,S,0,. 
Gef. Jodzahl 58,22. 


0,58 g der Fettsiuren wurden in die Natriumsalze verwandelt und 
daraus mittels Bleiacetat die Bleisalze hergestellt. Diese wurden 
filtriert, gewaschen, getrocknet und in Ather suspendiert. Durch 
Zerlegung der unléslichen Bleisalze wurden 0,17 g einer weifen 
Masse, die festen Fettsiuren, erhalten (29,3°/, der Fettsauren, 
27,7°/, des Fettes). Diese wurden aus 1 com CH,OH umgelist. 
Ks wurden 0,04 g einer weiBen, unter dem Mikroskop nur ur- 
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deutlich krystallinischen Substanz erhalten, Schmelzp. 71° (korr.). 
Die Titration mit alkohol. KOH ergab ein Aquivalentgewicht von 
354,6, was einer Saure C,,H,,0O, (Mol.-Gew. 354,3) entsprechen 
wiirde. Jedoch stellt die Substanz zweifellos ein Gemenge aus ver- 
schiedenen héheren Fettsiuren dar. 


Titration: 14,562 mg Substanz verbrauchten 1,368 ccm 0,03 n-alkohol. 
KOH. Gef. Molekulargewicht 354,6. 


Aus der dtherischen Lésung der itherléslichen Bleisalze wurden 
die fliissigen Fettsaiuren erhalten, 0,40 g eines dicken gelben 
Ols von der Jodzahl 68,3. (68,9°/, der Fettsiuren, 64,8°/, des 
Fettes.) Das Aquivalentgewicht war 335,1, also zwischen C,,H,,0, 
und ©,,H,,0,. 

Jodzahl: 9,973 mg Substanz verbrauchten 1,073 cem 0,05 n-Na,§S,0,. 

Gef. Jodzahl 68,28. 
Titration: 26,136 mg Substanz verbrauchten 2,601 cem 0,03 n-alkohol. 


KOH. Gef. Molekulargewicht 335,1. 


Die nach Extraktion der Fettsiuren hinterbliebene wibrige 
Lésung wurde im Vakuum bis fast zur Trockne konzentriert. 
Der Salzriickstand wurde mit wenig Aceton extrahiert. Dieses 
hinterlieB eine geringe Menge eines Ols, welches, mit KHSO, er- 
hitzt, deutlichen Acroleingeruch gab. Es war demnach Glycerin 
anwesend. Daneben waren auch Polysaccharide vorhanden; denn 
der feste Riickstand reduzierte, und zwar erst nach Kochen mit ver- 
diinnter H,SO,, Fehlingsche Lésung. Aus der Differenz ergibt 
sich ein Gehalt von etwa 0,03 g an wasserloéslichen Stoffen 
(4,2°/, des Fettes). 

II. Smegmabakterien. 

Die etwa drei Wochen alten Kulturen wurden auf gehirtetem 
Filterpapier von der Nahrlésung getrennt und auf der Nutsche 
oftmals mit Wasser gewaschen. MHierauf wurden sie in 200 ccm 
Alkohol—Ather eingetragen. Die weitere Extraktion und die Auf- 
arbeitung der Fraktionen gestaltete sich ganz wie bei den Schild- 
krétenbakterien. 

An itherléslichen Lipoiden wurden 0,3338 g erhalten. Diese 
wurden in das Phosphatid und das Fett getrennt. Das Phos- 
phatid wog 0,1192 g, bildete eine glasklare hellgelbe Masse und 
enthielt 2,36°/, P und 0,39°/, N. 

Phosphor: 20,225 mg Substanz gaben 32,823 mg (NH,),PO, - 12 MoO,. 

Gef. P 2,36 °/,. 

Stickstoff: 24,916 mg Substanz verbrauchten 0,70 cem 0,01 n-HCl. 

Gef. N 0,39°/,. 
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Das Fett, eine hellrote weiche Masse, wog 0,2097, und hatte 
die Verseifungszahl 183,9, die Jodzahl 45,0. 


Verseifungszahl: 26,128 mg Substanz verbrauchten 1,712 cem 0,05 n- 


H,SO,. 
Gef. Verseifungszahl 183,9. 


Jodzabl: 13,256 mg Substanz verbrauchten 0,940 ccm 0,05 n-Na,§,0,. 
Gef. Jodzahl 44,99. 

Aus der Chloroformlésung wurde als weiBe Substanz das 
Wachs erhalten, 0,0611 g. — In der waBrigen Lésung konnte 
keine Fiillung mit basischem Bleiacetat, demnach kein Poly- 
saccharid erbalten werden. — Die entfetteten Bakterien, ein 
weiBlich-graues Pulver, wogen 2,5557 g. 


III. Vogeltuberkelbakterien. 


Die etwa drei Wochen alten Kulturen (Stamm ,,Landsberg“) 
wurden zentrifugiert, gewaschen und wie oben beschrieben ver- 
arbeitet. 

Das Phosphatid, eine gelbliche weiche Masse, wog 0,0668 g 
und enthielt 2,01°/, P und 0,54°/, N. 

Phosphor: 12,420 mg Substanz gaben 17,188 mg (NH,),PO, - 12 MoO,. 

Gef. P 2,01°/,. 
Stickstoff: 11,186 mg Substanz verbrauchten 0,43 ccm 0,01 n-HCl. 
Gef. N 0,54°/,. 

Das rotbraune Fett wog 0,3691 g und hatte die Verseifungs- 
zahl 193,3, die Jodzahl 39,6. 

Verseifungszahl: 39,775 mg Substanz verbrauchten 2,791 ccm 0,05 


n-H,SO,. 
ior Gef. Verseifungszahl 193,3. 


Jodzahl: 87,808 mg Substanz verbrauchten 2,330 cem 0,05 n-Na,S,0,. 
Gef. Jodzahl 39,64. 

Das chloroformlésliche Wachs wurde als weiBe Masse vom 
Gewicht 0,3599 g erhalten, das wasserlésliche, mit basischem Blei- 
acetat fiillbare Polysaccharid als sehr ziiher gelber Sirup vom 
Gewicht 0,0832 g. Das Polysaccharid reduzierte Fehlingsche 
Lésung nach Hydrolyse mit verdiinnter HCl. Es gab deutliche 
Pentosen-, schwache Hexosenreaktion. Die entfetteten Bak- 
terien wogen 2,3981 g. 


IV. Timotheegrasbakterien. 


Die 21/, Wochen alten Kulturen der Timotheegrasbakterien 
(Moeller) wurden zentrifugiert, gewaschen und weiter wie oben 
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behandelt. AuBerlich, auch in der starken Pigmentierung'), ver- 
hielten sich die Bakterien thnlich wie die friiher auf synthetischer 
Nihrlésung untersuchten. 

Das Phosphatid, 0,0493 g, war eine rétliche Substanz und 
enthielt 2.52°/, P und 0,94°/, N. 

Phosphor: 20,686 mg Substanz gaben 35,9138 mg (NH,),P0,-12Mo0Q,. 

Gef. P 2,52°/,. 
Stickstoff: 18,977 mg Substanz verbrauchten 1,28 cem 0.01 n-HCl, 
Gef. N 0,94°/,. 

Das acetonlisliche Fett, ein dickes rotes Ol vom Gewicht 
(,2660 g, hatte die Verseifungszahl 184,5 und die Jodzahl 47,2. 

Verseifungszahl: 27,279 mg Substanz verbrauchten 1,794 cem 0,05 


n-H,SO,. 
ihc Gef. Verseifungszahl 184,5. 


Jodzahl: 14,104 mg Substanz verbrauchten 1,049 ecm 0,05 n-Na,S,Q,. 
Gef. Jodzahl 47,21. . 
Auch das Wachs war hellrot gefirbt und wog 0,0331 g. 
Die Menge des fallbaren Polysaccharids war iiberaus gering. 
Sie betrug nur 0,0050 g. Die entfetteten Bakterien, ein fast 
weiBes Pulver, wogen 2,5570 g. 


_ 3) E. Chargaff, M. C. Pangborn u. R. J. Anderson, a. a, O. — 
Uber die Pigmente vgl. E. Chargaff, Zentralbl. f. Bakt. I. Orig. 119, 
121 (1930). 
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Uber das Arcain. 


Bemerkungen zu den Mitteilungen von Fr. Kutscher, D. Ackermann, 
O. Fl6B8ner und F. A. Hoppe-Seyler.’) 


Von 
Leonidas Zervas und Max Bergmann. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. August 1931.) 





In einem 9 Jahre lang aufbewahrten Extrakt aus Archen- 
muscheln haben Kutscher, Ackermann und F1l6Bner die neue 
Base Arcain aufgefunden, fiir die Kutscher, Ackermann und 
Hoppe-Seyler die Struktur eines T'etramethylen-di-guanidin er- 
wiesen haben. Sie bezeichnen das Auftreten dieses Stoffes in der 
Tierwelt insofern als tiberraschend, als man dieses N-haltige Stoff- 
wechselprodukt im Gegensatz zu anderen nicht ohne weiteres von 
den bisher bekannt gewordenen Aminosiuren des KiweiBmolekiils 
ableiten kann. Dabei kann vorerst offen bleiben, ob das Arcain 
schon in der frischen Archenmuschel vorhanden ist oder im vor- 
liegenden Fall bei dem langen Aufbewahren des Muschelextrakts 
sekundir gebildet war. 

Zur Erklarung der Entstehung des Arcains méchten wir darauf 
hinweisen, da8 sich Arcain von einer Bis-guanido-valeriansiure 
durch Decarboxylierung ableiten laiBt, genau so wie das Agmatin 
vom Arginin. Vor einiger Zeit?) haben wir gezeigt, daB sich Arginin 
unter geeigneten Bedingungen spontan zu Ornithin und Bisguanido- 
valeriansiure disproportioniert. 

CH,-CH, CH, CH-COOH 


| 
NH NH, 





H,N—C=NH 
Arginin 
CH,-CH,-CH,-CH-COOH CH, -CH,-CH,-CH-COOH 
NH NH NH, NE, 
H,N—C=NH H,N—C=NH Ornithin 


tty See 
pitcitetee Mena tia 
| 
NH - 
H,N—C=HN H,N—C=NH 
Arcain 
Die Bisguanido-valeriansiure kommt nach unserer 


Meinung als Muttersubstanz des Arcains in Betracht. Man 
hat also in der Natur nach Bis-guanido-valerianséure zu suchen. 





1) Diese Z. 199 (1931), 278 u. 277. *) Ber. chem. Ges. 61 (1928), 1195. 








